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Zusammenfassung 
 
Bronchialkarzinome stellen die häufigste Krebstodesursache bei Männern sowie die 
zweithäufigste bei Frauen in Deutschland dar. Aufgrund fehlender adäquater 
Früherkennungsmaßnahmen werden Lungenkarzinome zumeist zufällig oder in 
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Das Ziel molekularbiologischer 
Grundlagenforschung ist ein tiefergehendes Verständnis molekularer Vorgänge sowie die 
Analyse des Einflusses wichtiger aberranter Signalwege auf die Progression des 
Bronchialkarzinoms detailliert zu untersuchen. Neben dem EGFR-Signalweg (Kosaka et al. 
2004; Shigematsu et al. 2005; Wu et al. 2008) weist ebenso der kanonische WNT-Signalweg 
in vielen Tumorentitäten, inklusive dem Lungenkarzinom, genetische Aberrationen auf. Eine 
erhöhte Expression der extrazellulären WNT-Liganden sowie der Verlust von WNT-
Antagonisten oder Mitgliedern des ß-Catenin-Destruktionskomplexes steht im Kontext eine 
konstitutive Aktivität des kanonischen WNT-Signalweges zu unterstützen. Dennoch ist bisher 
keine Studie bekannt, die mögliche Expressionsmuster wichtiger WNT-Moleküle in den 
einzelnen Bronchialkarzinomsubtypen systematisch vergleicht. Im Rahmen dieser Arbeit 
resultierte eine Clusteranalyse extrazellulärer WNT-Liganden sowie Antagonisten innerhalb 
der NSCLC-Subtypen des unabhängigen The Cancer Genome Datensatzes (TCGA) in der 
erstmaligen Beobachtung einer möglichen subtypspezifischen Aktivität des WNT-
Signalweges. In diesem Zusammenhang validierten Box Plot Analysen des Expressionsprofils 
zentraler Zielgene des kanonischen WNT-Signalweges eine erhöhte Expression im 
Adenokarzinom der Lunge. Weiterhin zeigte die initale Analyse, dass die WNT-Antagonisten 
der Secreted Frizzled Related Protein Familie (SFRP) ebenfalls einem subtypspezifischem 
Expressionsmuster unterliegen. SFRP1 und SFRP2 sind die am häufigsten untersuchtesten 
WNT-Antagonisten, wobei deren Herunterregulation mit der Karzinogenese verschiedenster 
Tumoren in Verbindung gebracht werden konnte. Über die mögliche Regulation von SFRP3 
sowie dessen potentieller Einfluss auf die Progression des NSCLC ist bisher wenig bekannt. 
Nachfolgende Untersuchungen eines Frischgewebekollektives und des TCGA Datensatzes 
verdeutlichten einen Verlust der SFRP3 mRNA Expression in NSCLC-Patienten. Zudem 
wurde deutlich, dass die SFRP3 Herabregulation in Adenokarzinomen der Lunge mit 
fortschreitendem Tumorstatus sowie mit einer Verschlechterung der Patientenprognose 
einhergeht. Immunhistochemische Analysen primärer NSCLC-Proben sowie 
Lungennormalgewebe zeigten erstmalig die SFRP3-Proteinexpression in Typ I und Typ II 
Pneumozyten sowie im Zilien-behafteten Epithel. Methylierungsanalysen verdeutlichten eine 
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signifikante Steigerung der SFRP3 Exon1-Methylierung, wobei eine epigenetische 
Inaktivierung des SFPR3-Lokus in LUAD bestätigt werden konnte. Zur Evaluierung der 
biologischen Bedeutung eines SFRP3-Verlustes auf die Progression des NSCLC wurde 
anschließend auf Basis von gain-of-function Modellen das funktionelle Wirkspektrum von 
SFRP3 untersucht. Während die LUSC-Zelllinie H157 keine Veränderungen tumorrelevanter 
Eigenschaften nach forcierter SFRP3 Expression aufwies, zeigte die LUAD-Zelllinie A549 
zunächst ein migrationsförderndes Verhalten sowie eine mesenchymale Zellform mit 
einhergehender Verstärkung des Aktin-Zytoskelettes. Eine zusätzliche Transfektion mit 
WNT1 in SFRP3-exprimierenden A549-Zellen hatte eine signifikante Reduktion der 
Proliferation zur Folge. Ein möglicher Wirkmechanismus konnte durch die Bestimmung des 
CyclinD1 Expressionsprofils der doppelt-transfizierten A549-Zellen, mit dem Resultat einer 
potentiell WNT-antagonistischen Funktion von SFRP3 bei einem durch WNT1 aktivierten 
Signalweg, aufgedeckt werden. Von klinischer Bedeutung zeigte sich die Kohärenz der 
positiven SFRP3-WNT1-Korrelation im Adenokarzinom der Lunge.  
Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit erstmals gelungen eine subtypspezifische Aktivität 
des WNT-Signalweges im NSCLC darzulegen. Darüber hinaus konnte SFRP3 als neues, 
putatives Tumorsuppressorgen bei aktivem, durch WNT1-induzierten WNT-Signalweg im 
Adenokarzinom der Lunge charakterisiert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
5 
 
Summary 
 
Lung cancer remains the leading cancer related death among men and the second most 
common among women in Germany, while it is diagnosed mostly accidentally or in advanced 
stages due to missing adequate early detection. Fundamental research tend to analyze in detail 
the moleculare processes and crucial abberant pathways leading to lung cancer progression. In 
the last decade distinct moleculare investigations were established to analyze genetical 
alterations of the tumor relevant EGFR pathway (Kosaka et al. 2004; Shigematsu et al. 2005; 
Wu et al. 2008). However, genetical abberations of the canonical WNT signaling pathway are 
equally crucial to tumor progression of various cancer subtypes, e.g. lung cancer. Increased 
expression of extra cellular WNT ligands or the loss of WNT antagonists as well as members 
of the ß-Catenin destruction complex are linked to promote a constitutive active canonical 
WNT signaling. To date no investigation systematically compared the expression profile of 
important WNT molecules in the individual non-small cell lung cancer subtypes: 
adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. The present studie analyzed for the first time 
the expression pattern of extra cellular WNT ligands and antagonists within the NSCLC 
subtypes resulting in a potential subtype specific activation of the WNT signaling pathway. In 
this context Box Plot analysis of the expression profile of pivotal WNT target genes validated 
an increased expression of these genes in adenocarcinoma of the lung. Furthermore, the 
expression patterns of WNT antagonists of the secreted frizzled related protein (SFRP) 
members were also liable to a subtype specific expression. SFRP1 and SFRP2 are the most 
investigated WNT antagonists. Downregulation of SFRP1 and SFRP2 was linked to tumor 
progression of various cancer subtypes and epigenetic silencing of both molecules was 
already analyzed in non-small cell lung cancer. The pontential regulation of SFRP3 as well as 
its influence on progression of NSCLC is unknown. Continuative investigations of a 
cryopreserved tissue collective and the independent TCGA dataset resulted in a loss of SFRP3 
expression in primary NSCLC tissues. Furthermore, a progression line of adenocarcinoma 
patients indicated a downregulation of SFRP3 expression due to progressive tumor stage 
linked to a poor clinical outcome. Immunhistochemical analysis of primary NSCLC and 
normal lung tissue visualized for the first time the SFRP3 protein localization in type I and 
type II pneumocytes as well as in ciliated epithelium of bronchioles and validated SFRP3 
protein reduction in primary NSCLC tissues. Qualitative and quantitative methylation 
examinations clarified a significant increase of SFRP3 exon I methylation, while the 
association between SFRP3 hypermethylation and mRNA reduction could be verified in 
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LUAD samples of the TCGA dataset. The present studie supposed to investigate the potential 
influence of SFRP3 loss to development and progression of the human non-small cell lung 
cancer. In this context the establishment of gain-of-function models constituted the 
background of futher functional investigations. The LUAD cell line A549 visualized initially 
an increased cell motility behavior as well as a mesenchymal cell formation with accompany 
of actin cytoskeleton strengthening due to high SFRP3 expression. However, the transfected 
LUAD cell line A549 exhibited low constitutaional WNT1 mRNA expression, for which 
reason the canonical WNT signaling pathway was assumed to be insufficient active. 
Proliferation analysis of SFRP3/WNT1 double transfected A549 cells showed a significant 
decrease of cell growth. In line, expression analysis of the canonical WNT target gene 
CyclinD1 resulted in a highly significant decrease of CyclinD1 mRNA expression in double 
transfected A549 cells. These results leading to the hypothezise of a potentially WNT 
antagonistic function of SFRP3 in a WNT1 dependent manner. Kaplan-Meier survival 
analysis verified the clinical importance of the WNT1 and SFRP3 association implicating a 
beneficial clinical outcome for LUAD patients with high SFRP3 as well as WNT1 expression.  
In summary, the present studie identified a subtype specific activity of the WNT signaling 
pathway in NSCLC for the first time. Furthermore, the potential tumor suppressor function of 
SFRP3 was confirmed in association to a WNT1 induced and active canonical WNT signaling 
pathway in adenocarcinoma of the lung. Additionally, a WNT indepent and potentially tumor 
promoting function of SFRP3 may persist.  
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1. Einleitung 
 
1.1 Das humane Lungenkarzinom 
1.1.1 Anatomie der Lunge 
 
Die humane Lunge ist ein paarig angelegtes Organ mit der Funktion des Gasaustausches von 
Sauerstoff aus der Atemluft und Kohlenstoffdioxid aus dem Blutkreislauf. Die Grobstruktur 
der Lunge beginnt an der Luftröhre (Trachea), welche sich in der Bifurkation in beide 
Hauptbronchien (Bronchi principales) verzweigt und gemeinsam mit Lungenarterien bzw. -
venen in den Lungenhilus (Hilum pulmonis) eintritt. Der Mensch besitzt zwei Lungenflügel 
die vom Mediastinum getrennt werden. Der linke Lungenflügel (Pulmo sinister) unterteilt 
sich wiederum in zwei Lungenlappen (Lobi pulmonis) und der rechte Lungenflügel (Pulmo 
dexter) in drei Lungenlappen (Abb. 1). Die Lungenlappen gliedern sich erneut in 19 
Lungensegmente (Segmenta bronchopulmonalia), die jeweils von einem Segmentbronchus 
und einer Segmentarterie versorgt werden. Auf die rechte Lunge entfallen somit 10 
Lungensegmente, wobei die linke Lunge neun Lungensegmente aufweist. Der Bronchialbaum 
und die Verzweigung der Bronchien geben die Untergliederung der Lunge vor. 
Hauptbronchien (rechts = Bronchus principalis dexter, links = Bronchus principalis sinister) 
in jeder Lungenhälfte definieren den Stamm des Bronchialbaums, der sich innerhalb des 
Lungenlappens dichotom aufspaltet. Die Hauptbronchien verzweigen sich in Folge weiter in 
Lappenbronchien, Segmentbronchien, Subsegmentbronchien bzw. Läppchenbronchien, 
Bronchiolen und schließlich in Bronchioli terminales. Beginnend bei der Trachea und im 
Verlauf bei den Bronchioli terminales endend, spricht man vom luftleitenden Bereich der 
Lunge (Abb. 1). Die Atmung, genauer gesagt der Gasaustausch, wird im Lungenparenchym 
gewährleistet, welches sich aus Bronchioli respiratorii, Ductus alveolares und Sacculi 
alveolares zusammensetzt. Der Sacculus alveolaris enthält die Lungenalveolen, welche 
maßgeblich für den Gasaustausch verantwortlich sind. Alle Bronchienwände enthalten 
knorpelreiches Gewebe und sind mit seromukösen Drüsen (Glandulae bronchiales) sowie 
glatter Muskulatur ausgekleidet. Trachea und Hauptbronchien werden durch Knorpelspangen 
stabilisiert. In kleineren Bronchien nimmt der Anteil an Knorpel ab und die Schicht an glatter 
Muskulatur nimmt zu, wohingegen  Bronchiolen und Alveolen knorpellos sind. Die äußere 
Abgrenzung der Lunge hin zur Brusthöhle wird durch das viszerale Blatt des Lungenfells 
(Pleura) sichergestellt, was am Lungenhilus in das parietale Blatt der Pleura (Rippenfell) 
übergeht. 
Einleitung 
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Abbildung 1: Funktioneller Aufbau der humanen Lunge. Einströmende Luft gelangt über die Luftröhre (Trachea) in die 
Hauptbronchien des linken und rechten Lungenflügels, wo sie durch Bronchien und Bronchiolen in die terminalen Alveolen 
geleitet wird. Die Alveolen sind mit einem dichten blutführenden Kapillarnetz umgeben, wodurch der Austausch 
angereicherten CO2 aus venösem Blut durch O2 aus der Atemluft ausgeführt werden kann. Grafik verändert nach Mutschler 
et al. 2007 
Bronchiolen und Alveolen weisen eine hohe histologische Heterogenität auf. Während in 
Bronchiolen Zilien-behaftetes respiratorisches Epithel maßgeblich für den Rücktransport von 
Fremdkörpern (z.B. Staub, Schleim) verantwortlich ist, bilden Pneumozyten Typ I und Typ II 
das Alveolarepithel. Pneumozyten Typ II bilden Surfactant, eine oberflächenaktive Substanz 
die anhand der Young-Laplace-Gleichung eine Senkung des Drucks zur Öffnung von kleinen 
Alveolen bewirkt (Johnson and Stebe 1994). Zusätzlich wird die Lungen-Nachgiebigkeit 
(engl. Compilance) erhöht, was weniger Atemarbeit zur Inspiration ermöglicht, sowie ein 
Alveolenkollaps am Ende des Ausatmens verhindert, indem sich der intrathorakale Druck bei 
Exhalation dem Alveolardruck angleicht. Die polygonalen, mit Luft gefüllten Alveolen 
besitzen einen Durchmesser von ca. 250µm, sind durch bindegewebsartige 
Interalveolarsepten voneinander isoliert und mit einem Kapillarnetz umzogen. Das 
Zusammenspiel dieser Strukturen ermöglicht den Funktionserhalt der Blut-Luft-Schranke, 
wobei eine gemeinsame Basallamina, Kapillarendothel und Pneumozyten Typ I  essentiell für 
die Umsetzung des Gasaustausches sind. Weitere Zelltypen, die zum Erhalt der 
Lungenfunktion beitragen sind Clara-Zellen, neuroendokrine Zellen und 
Alveolarmakrophagen. Clara-Zellen repräsentieren sekretorisch aktive Zellen der distalen 
Atemwege. Sie bilden und sezernieren antimikrobielle und inflammatorische Proteine wie 
Surfactant-Protein SP-A und SP-D. Neuroendokrine Zellen der Lunge gehören dem diffusen 
neuroendokrinen System (DNES) an, wirken als Chemorezeptoren und sezernieren Hormone 
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wie Serotonin, Calcitonin und Cholezystokinin. Alveolarmakrophagen spielen eine wichtige 
Rolle bei der Sicherstellung der Immunabwehr und zählen zum Monozyten-Phagozyten-
System. Diese Zellen beseitigen u.a. Bakterien und  tote unbrauchbare Zellen an der 
Oberfläche von Alveolen. Die Fremdstoffe werden über Phagozytose eingeschlossen, wonach 
die Makrophagen in die mit Flimmerepithel ausgekleideten Atemwege migrieren und im 
Anschluss mit dem Schleimfilm transportiert werden.  
1.1.2 Epidemiologie des Lungenkarzinoms 
 
Statistische Untersuchungen des Robert-Koch-Institutes im Jahr 2012 zeigten eine 
Neuerkrankung an Lungenkrebs bei 18.030 Frauen und 34.490 Männern, sowie durch 
Lungenkarzinome verursachte Sterbefälle von 14.752 Frauen und 29.713 Männern. Somit 
sind Lungentumore in Deutschland mit 25% weiterhin die häufigste Krebstodesursache bei 
Männern und die zweithäufigste bei Frauen (15%) (Abb. 2A). Prognostisch ist eine 
Lungenkarzinomerkrankung mit einer ungünstigen relativen 5-Jahres-Überlebensrate von ca. 
21% bei Frauen und 16% bei Männern assoziiert. Lungenkarzinome verursachen häufig in 
frühen Stadien der Erkrankung keine Beschwerden oder Auffälligkeiten, sodass Tumore in 
den meisten Fälle in fortgeschrittenen Stadien oder zufällig diagnostiziert werden. 
Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten steigen seit 1990er Jahren bei Frauen 
kontinuierlich, wohingegen ein Rückgang bei Männern zu verzeichnen ist (Abb. 2B). Dieses 
gegenläufige Verhalten ist vermutlich auf verändertes Rauchverhalten zurückzuführen, wobei 
der Zigarettenkonsum bei Männern rückläufig ist aber bei Frauen kontinuierlich ansteigt. 
Aktives Rauchen, passives Rauchen, Exposition von kanzerogenen Stoffen (z.B. Asbest) 
sowie Quarz- und Nickelstäube zählen als Hauptrisikofaktoren zur Begünstigung einer 
Lungenkrebsentstehung. 10% aller Lungentumore ist auf eine zu hohe Radonbelastung 
zurückzuführen, was Radon nach Zigarettenrauch zur zweithäufigsten Ursache für 
Lungenkrebs macht (Krewski et al. 2006). 
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Abbildung 2: Übersicht der häufigsten Tumorlokalisationen im Jahr 2012, sowie die altersstandardisierte 
Erkrankungs- und Sterberate des Lungenkarzinoms. (A) Die Übersicht der altersstandardisierten (ASR) Inzidenz- sowie 
Mortalitätsraten verdeutlicht die weltweit hohe Mortalitätsrate des Lungenkarzinoms im Jahr 2012. (B) Altersstandardisierte 
Erkrankungs- und Sterberaten (je 100.000 Einwohner) in Deutschland in einem Zeitraum von 1999 bis 2012 zeigen eine 
Abnahme der Sterbe- und Neuerkrankungsrate des Lungenkarzinoms bei Männern, jedoch eine stetige Zunahme bei Frauen. 
Grafik verändert nach „Krebs in Deutschland 2011/2012“ Robert-Koch-Institut und GLOBOCAN 2012. 
Zur Prävention eines Lungenkarzinoms sind vor allem vorbeugende Maßnahmen für Raucher 
untersucht wurden. Hierfür soll neben dem Vermeiden des Rauchens, ein erhöhter Konsum 
von Obst und Gemüse zur Reduktion des Krebsrisikos besonders bei Rauchern führen (WHO 
framework convention on tabacco control, Interdisziplinäre S3-Leitlinie: Prävention, 
Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Lungenkarzinoms, 020-007, 2010). Eine Reihe von 
Studien untersuchten die Möglichkeit der Vorsorge durch regelmäßige 
Computertomographie-Untersuchungen. So zeigte eine Studie von 2011, dass ein niedrig 
dosiertes CT das Risiko für Raucher an Lungenkrebs zu sterben um 20% senkt (Aberle et al. 
2011). Eine gesicherte Diagnose mit bildgebenden Verfahren unterliegt der Limitation der 
Größe des Tumors, sodass kleinere Tumoren nicht gesichert bestätigt werden können. CT-
Untersuchungen besitzen eine mediane Zeitspanne zwischen erster bildgebender 
nachweisbarer Veränderung und der klinischen Diagnose von 1,38 bis 3,86 Jahren (Eberhardt 
et al. 2014). Im Gegensatz dazu unterliegen Röntgenaufnahmen, als mögliche Alternative, 
einer Zeitspanne von 0,5 bis 3,35 Jahren. Frühe Tumorstadien erweisen sich oft als 
asymptomatisch, wohingegen für fortgeschrittene Tumore allgemeine Symptome wie Fieber, 
Gewichtsverlust, Schwäche auftreten. Zudem entstehen häufig lokal tumorbedingte 
Symptome wie Husten, Thoraxschmerzen, blutiges Sputum bei Husten, Dyspnoe, Dysphagie 
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oder bei bereits fortgeschrittene Lungenkarzinomen Metastasen-bedingte Symptome wie 
Knochenschmerzen, Kopfschmerzen und Schwindel, Lymphknotenschwellung (Griesinger et 
al. 2016). Zunächst wird zur Bestätigung der klinischen/bildgebenden Verdachtsdiagnose 
mittels Blutbild (Leber- und Nierenwerte, Gerinnungsfaktoren, Elektrolyte), Thorax-CT 
(Kontrastmittel einsetzbar) oder alternativem Thorax-MRT nachgegangen. Sollten 
bildgebende Verfahren eine vorhandene Raumforderung bestätigen, wird weiterhin eine 
Bronchoskopie mit anschließender Biopsie durchgeführt (Spiro, Gould, and Colice 2007). 
Nach erfolgter Biopsie wird die Probe einer pathologischen Aufarbeitung mit anschließender 
histologischer Sicherung der Ausgangsdiagnose unterzogen. Aufgrund des starken 
Metastasierungspotentials von NSCLC (u.a. Gehirn, Leber, Nebenniere, Skelett) kann eine 
gezielte Ausbreitungsdiagnostik mittels Pleurapunktion, CT/MRT des Schädels, Abdomen 
oder Ganzkörper-Scan durchgeführt werden. Nachfolgende Therapieoptionen der 
Lungenkarzinompatienten werden maßgeblich durch den Karzinomsubtyp, dessen TNM-
Status, Patienten Allgemeinzustand, sowie kardiovaskuläre/pulmonale/ altersbedingte 
Komorbidität bestimmt (Vansteenkiste et al. 2013, Reck et al. 2014, Interdisziplinäre S3-
Leitlinie 2010). Die prä-therapeutische Fitness von Patienten spielt bei der Auswahl einer 
geeigneten Therapie ebenfalls eine entscheidende Rolle und werden anhand von Kriterien der 
European Respiratory Society (ERS) und European Society of Thoracic Surgeons (ESTS) 
festgelegt. 
1.1.3. Histologie und Klassifizierung des humanen Lungenkarzinoms 
 
TNM-Klassifikation 
Das TNM-System wurde von Pierre Denoix in den Jahren 1943-1952 zur Stadienbestimmung 
maligner Tumore entwickelt und seit 1950 von der Union internationale contre le cancer 
(UICC) übernommen. Die Tumorklassifikation nach TNM-Kriterien (engl. für „tumor“, 
„node“, „metastasis“) beruht dabei auf der Ausdehnung des Primärtumors (T), Fehlen oder 
Auftreten von regionären Lymphknotenmetastasen (N) sowie dem Fehlen oder 
Vorhandensein von Fernmetastasen (M), wodurch sich eine lokale Ausbreitung des Tumors 
und eine eventuelle Ausdehnung auf weitere Körperregionen beschreiben lässt (Rami-Porta, 
Bolejack, and Goldstraw 2011; Sobin, Gospodarowicz, and Wittekind 2009). Im Verlauf der 
letzten Jahre wurde eine Reihe von Ergänzungen und Aktualisierungen durchgeführt, 
wodurch die TNM-Klassifikation näher mit Aussagen bezüglich des voraussichtlichen 
Verhaltens von Tumorerkrankungen und somit der möglichen Krankheitsprognose assoziiert 
wurde (Wittekind and Bertolini 2010). In diesem Zusammenhang legt das TNM-System die 
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Grundlage für die Einteilung der Tumorerkrankung in differenzierte Stadien. Ein 
Tumorstadium (engl. staging) ergibt sich aus einer entsprechenden Kombination aus T-, N-, 
M-Kriterien und erlaubt eine Auskunft über die Prognose der Krebserkrankung. Bei 
Fernmetastasierung liegt immer ein Stage IV vor und wird als weit fortgeschrittener Tumor 
klassifiziert. Eine Besonderheit ist die Aufteilung des Stadiums 3A in weitere vier 
Unterstufen, was jedoch lediglich bei der Klassifizierung eines nicht-kleinzelligen 
Lungenkarzinoms durchgeführt wird (Robinson, Wagner, and Ruckdeschel 2003; Robinson et 
al. 2007).  
Zusätzlich zur TNM-Einstufung werden in vielen Fällen weitere Informationen zum 
Krankheitsstatus erhoben, wie z.B. Residualtumor (R) oder der Grad an Tumordifferenzierung 
(G). Der Residualtumors (R) beschreibt ein Fehlen oder Vorhandensein von 
Resttumorgewebe, hauptsächlich nach erfolgter operativer Behandlung. Die 
Tumorgraduierung oder auch histologisches Grading (G) liefert Angaben inwiefern das 
Tumorgewebe sich vom Ursprungsnormalgewebe unterscheidet und ermöglich somit eine 
zusätzliche Aussage zur möglichen Malignität des Tumors. Klassifzierungsparameter für 
histologisches Grading sind dabei u.a. Größe und Form der Zellkerne, Zellteilungsaktivität 
sowie Zellmorphologie. Tumore des G1-Status stellen gut differenzierte Tumore dar. Im 
Gegensatz dazu sind G2 Tumore mäßig graduiert und Tumore mit einem Grading von 3 
schlecht bzw. wenig differenziert, was mit einer ungünstigen Prognose und hoher Malignität 
des Tumors assoziiert ist (Elston and Ellis 1991).  
1.1.4 Subtypen des Lungenkarzinoms 
 
Die histologische Klassifikation des Bronchialkarzinoms nach Kriterien der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO), erklärt sich aus unterschiedlichem Ursprungsepithel, 
biologischen Verhalten, Prognose und Therapieverfahren der einzelnen Lungenkarzinom-
Subtypen. Dabei wird das Lungenkarzinom in die beiden Hauptsubtypen unterteilt:  
1 Das kleinzellige Lungenkarzinom (engl. small cell lung cancer - SCLC), welches 
ca. 15% aller Lungenkarzinome ausmacht und sich wiederum in das 
Haferzellkarzinom, intermediärer Typ und Haferzell-Typ untergliedert. 
2 Das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (engl. non-small cell lung cancer - 
NSCLC) tritt bei ca. 85% aller Bronchialkarzinom-Patienten auf und unterteilt sich 
in das Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom (weitere Untergliederung in azinär, 
papillär, bronchiolo-alveolär, solid mit Schleimbildung) und das großzellige 
Lungenkarzinom (Riesenzellkarzinom, klarzelliges Karzinom) 
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Weitere Bronchialkarzinome wie das adenosquamöse Karzinom, das sarkomatoide Karzinom 
und das neuroendokrine Karzinom (NEC) spielen aufgrund ihres seltenen Auftretens eine 
untergeordnete Rolle.  
Lungenkarzinome stellen histopathologisch eine sehr heterogene Gruppe von Karzinomen dar 
und weisen auf molekularer Ebene differenzielle Genexpressionsprofile entsprechend der 
Subtypen auf, sodass eine gesicherte Diagnose oft über kombinierte immunhistochemische 
Verfahren ermöglich wird.  
Das kleinzellige Karzinom (SCLC) hat den Ursprung in neuroendokrinen APUD-Zellen und 
ist mit einer sehr schlechten Prognose, hoher Metastasierungsrate und meist später Diagnose 
assoziiert. Die Therapierung dieses Typs beinhaltet eine Chemotherapie oder oft sind nur 
noch palliative Therapien möglich. Die Klassifizierung des SCLC erfolgt selten auf Basis der 
TNM-Kriterien, stattdessen wird eine Einteilung nach extensive und limited disease (auf den 
Thorax begrenzt) oder very limited disease (nur auf eine Thoraxhälfte begrenzt) angewendet. 
Immunhistochemisch sind diese Karzinome oft positiv für neuroendokrine Marker (z.B. 
CD56), Ki-67 (aufgrund einer extrem hohen Wachstumsrate), Zytokeratine, hauptsächlich 
Zytokeratin 18 (CK18). 
Plattenepithelkarzinome sind mit ca. 40-45% der am häufigsten auftretende NSCLC-Subtyp. 
Diese Tumoren treten oft nach chronischer Schleimhautreizung auf und entwickeln sich über 
Plattenepithelmetaplasien bis hin zu Plattenepitheldysplasien. Charakteristisch für diese Art 
von Tumoren sind ein langsames Wachstum und eine frühe Metastasierungsrate in regionäre 
Lymphknoten. Histologisch wird hierbei in den verhornend und nichtverhornend-Typ 
differenziert. Immunhistochemische Untersuchungen zeigen meist positive Färbemuster für 
Plattenepithelmarker CK5/6, p63 und negative Färbung für CK7. Die 5-Jahres-Überlebensrate 
von Plattenepithelkarzinompatienten liegt je nach Stadium zwischen 20-1% (TNM, AJCC). 
Adenokarzinome entstehen aus drüsigen, schleimproduzierenden Zellen. Ca. 20% aller 
auftretenden Lungenkarzinome sind Adenokarzinome, somit sind sie die zweithäufigste 
Lungenkarzinomsubgruppe innerhalb der NSCLC. Adenokarzinome weisen eine frühe 
Metastasierung über Lymph- bzw. Blutbahn bevorzugt in Gehirn, Leber, Nebenniere auf. 
Histologisch sind sie vor allem durch Drüsenformationen und Schleimbildung zu erkennen, 
wodurch eine Unterscheidung in drüsige, papilläre oder solide atypische epitheliale 
Adenokarzinome vorgenommen wird. Immunhistochemische Analysen verlaufen meist 
positiv für CK7, negativ für Plattenepithelmarker CK5/6 und p63. Eine Positivität des Marker 
TTF1 spricht für ein primär in der Lunge entstandenes Adenokarzinom und wird oft bei 
Tumoren durchgeführt deren Ursprung unbekannt ist. 
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1.1.5. Genetische Ursachen und Risikofaktoren des humanen Lungenkarzinom 
 
Lungenkarzinome sind Tumore die maßgeblich durch äußere Umwelteinflüsse sowie den 
Lebensstil eines Menschen determiniert werden. Viele Tumore dieses Ursprungs werden auf 
den bisher bekanntesten Hauptrisikofaktor - das Rauchverhalten- zurückgeführt. Laut Studien 
des Robert-Koch Institutes in Zusammenarbeit mit dem Zentrum für Krebsregisterdaten sind 
9 von 10 Lungenkarzinomen beim Mann und 6 von 10 Lungentumoren bei Frauen auf aktives 
Rauchen zurückzuführen („Krebs in Deutschland 2011/2012“, 10. Ausgabe 2015). 
Passivrauchen erhöht ebenfalls die Schadstoffbelastung maßgeblich. Neben dem 
Rauchverhalten werden 9 bis 15% der Lungenkrebsfälle durch Exposition mit karzinogenen 
Stoffen hervorgerufen u.a. Asbest, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, sowie 
Quarz- und Nickelstäube. Ebenso spielt eine erhöhte Radon-Belastung oder weitere ionisierte 
Strahlungen eine Rolle. Im Laufe der letzten Jahre gilt eine erhöhte Feinstaubbelastung zudem 
als Ursache für Lungenkarzinome. Die dabei hauptursächlichen Dieselabgase stellen den 
wichtigsten Risikofaktor aller Luftschadstoffe dar. Neben äußeren Einflüssen spielen 
genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der Tumorgenese eines Lungenkarzinoms. So ist 
zwischen der Infektion mit humanen Papillomviren (HPV) sowie Epstein-Barr-Viren (EBV) 
und der Bildung von Lungentumoren ein Zusammenhang untersucht worden (Brouchet et al. 
2005). 
1.2. Definition Krebs und allgemeine Tumorgenese 
 
Der Begriff Krebs (wissenschaftlich: Neoplasie) bezeichnet eine abnormale, lokale 
Vergrößerung eines Gewebes. Dies kann durch autonome, progressive und unkontrollierte 
Zellteilung bzw. einen reduzierten Zelltod körpereigener Zellen hervorgerufen werden 
(Wagener und Müller, 2010). Neoplasien lassen sich dabei in gutartige (benigne) Tumoren 
oder bösartige (maligne) Tumoren einteilen. Im Gegensatz zu benignen Erkrankungen, die 
keine Gewebeinfiltration aufweisen, können maligne Tumoren invasiv und organschädigend 
wachsen, wobei das Ausbleiben von Behandlung meist zum Tod des Patienten führt (Bichler 
et al 1991). Maligne Neoplasien werden wiederum in solide, in einem Zellverband wachsend, 
und nicht-solide (z.B. Leukämien) unterteilt (Gorstein et al 1991). Dabei umfassen solide 
Tumoren sowohl Sarkome mesodermalen Ursprungs als auch Karzinome epithelialen 
Ursprungs. Die Ausprägung des malignen Phänotyps geht dabei mit Veränderungen 
bestehender Organstrukturen sowie dem Verlust der Zell- und Gewebefunktion einher. Die 
Entwicklung von Neoplasien stellt einen mehrstufigen Prozess bestehend aus Tumorinitiation, 
-promotion und-progression dar (Knudson 1985; Land, Parada, and Weinberg 1983). 
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Die Grundlage solider Tumore bildet die Hypothese des klonalen Ursprungs. Nowell stellte 
dazu 1976 die Theorie der klonalen Evolution auf (Nowell 1976), die auf der klassischen 
Evolutionstheorie von Charles Darwin basiert, wodurch zufällige Mutationen, gerichtete 
Selektion und räumliche Trennung die Entstehung von Tumoren begünstigt (Wagner und 
Müller, 2010). Somit führt ein initiales Ereignis zum Wachstumsvorteil der Zelle sowie unter 
limitierenden Bedingungen zu gerichteter Selektion (Merlo et al. 2006). Das Kriterium der 
räumlichen Trennung kann durch ein geändertes Kommunikationssystem, Ausgrenzen aus 
dem Zellverband und Isolation gegenüber dem Zugriff des Immunsystems erklärt werden. Der 
terminale Schritt zur Tumorprogression stellt die progressive Tumorzellzunahme (klonale 
Expansion) dar (Wagner und Müller, 2010). Die Hypothese der Tumorstammzelle als 
veränderte pluripotente Gewebestammzelle determiniert ein modifiziertes Modell der 
klonalen Evolution, indem Ereignisse das Gleichgewicht der Gesamtzellpopulation zwischen 
Proliferation, Differenzierung und Zelltod zu Gunsten der somatischen Stammzelle bzw. 
daraus resultierenden Tumorstammzelle verschiebt (Wagner und Müller, 2010). Hanahan und 
Weinberg postulierten im Jahr 2000, dass Zellen die diese Entwicklung durchführen bis zu 
sechs für das Überleben, Proliferation und Verbreitung wichtige charakteristische Merkmale 
ausbilden (D Hanahan 2000): 
1 Unabhängiges Zellwachstum, Unabhängigkeit von exogene Wachstumsfaktoren 
(Slamon, 1987) 
2 Veränderungen in Genen der Zellzykluskontrolle, wodurch wachstumsinhibierende 
Signale keine Wirkung erzielen(Symonds et al. 1994) 
3  Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen mit resultierender Apoptoseresistenz 
(Symonds et al. 1994) 
4 Immortalisierung der Tumorzelle auf Basis einer unlimitierenden 
Replikationsfähigkeit (Bryan and Cech 1999) 
5 Angiogeneseförderung zur ausreichenden Nährstoff- und Sauerstoffversorgung 
(Douglas Hanahan and Folkman 1996) 
6 Produktion Gewebe-abbauender Proteasen zur Erleichterung der Inflammation und 
Metastasierung (L M Coussens and Werb 1996) 
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Im Jahr 2011 wurden diese Eigenschaften einer Tumorzelle durch Hanahan und Weinberg um 
zwei weitere Faktoren erweitert (Douglas Hanahan and Weinberg 2011): 
1 Modifikation und Reprogrammierung des zellulären und energetischen Metabolismus, 
was Proliferationsförderung der Tumorzellen zur Folge hat 
2 Tumorzellen entziehen sich der körpereigenen Immunabwehr, durch z.B. B- und T-
Lymphozyten vermittelten Abbau  
1.2.1 Protoonkogene 
 
Protoonkogene bilden die Vorläufer von Onkogenen und fördern u.a. das Zellwachstum, 
Zellteilung und Differenzierung. Aus quantitativer Sicht spielen Missense-Mutationen zur 
Aktivierung von Protoonkogenen in der Tumorgenese die größte Rolle. So führen 
Punktmutationen, Deletionen, Gen-Amplifikationen und Translokationen innerhalb der 
Gensequenz eines Protoonkogens zu einer gesteigerten Aktivität oder Protein-Überproduktion 
und zur Entstehung eines Onkogens mit der Folge des ungebremsten Zellwachstums von 
Tumorzellen. Konstitutive und übermäßige Aktivierung von Onkogenen ist in der 
Tumorgenese weit verbreitet. So zählen vor allem Mutationen in EGFR, RAS-Genen und die 
Translokation von ALK als bekannteste genetische Aberrationen bei der Entstehung von 
Lungenkarzinomen.  
Anaplastic Lymphoma Receptor Tyrosine Kinase (ALK-Gen) ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase 
der Insulin-Rezeptorfamilie und wurde zuerst als NPM-ALK-Fusionsprotein im großzelligen 
Lymphomen identifiziert (Morris et al. 1994). Translokationen im Chromosomen 2 führen zu 
einer Neuanordnung des ALK-Gens, wodurch sich ein veränderter Rezeptor mit konstitutiv-
aktiver Tyrosinkinaseaktivität aufgrund von Hyperphosphorylierung manifestiert. Weiterhin 
entsteht eine große Anzahl multipler Fusionsproteine - u.a die bekannteste Fusion EML4-
ALK (Mossé, Wood, and Maris 2009; Perner et al. 2008; Rikova et al. 2007; Shaw and 
Solomon 2011; Soda et al. 2007). ALK Translokationen sind bei 6,7% der NSCLC 
nachweisbar (Soda et al. 2007) und werden mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
detektiert. ALK-Translokation und die damit verbundene dauerhafte Aktivität des Rezeptors 
führt zur Aufrechterhaltung einer ganzen Reihe von Signalwegskaskaden. Unter anderem 
führt NPM-ALK Aktivität zur Phosphorylierung der extrazellulären Proteinkinase ERK1/2 
und MEK1/2 was die Proliferation und Viabilität fördert (Marzec, Kasprzycka, Liu, El-Salem, 
et al. 2007; Marzec, Kasprzycka, Liu, Raghunath, et al. 2007). Weiterhin wird der Sonic 
Hedgehog Signalweg durch ALK aktiviert, was ebenfalls eine erhöhte Zellviabilität zur Folge 
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hat (Singh et al. 2009) sowie weitere Signalwege wie STAT3 und mTOR (Mossé, Wood, and 
Maris 2009). Zudem mündet ALK-Aktivierung durch Translokation zum Fusionsprotein 
EML4-ALK in einer erhöhten Zellproliferation und Inhibition der Apoptose über 
RAS/RAF/MAPK1-, PI3K/AKT- und JAK3/STAT3-Signalwege (Shaw and Solomon 2011). 
ALK-Aktivität kann jedoch effektiv durch Inhibitoren unterdrückt werden (Koivunen et al. 
2008).  
Bisher stehen weiterhin genetische Aberrationen des EGFR-Signalweges im Fokus 
molekularpathologischer Untersuchungen mit dem Ziel einer optimalen und Patienten-
orientierten Therapie („personalisierte Medizin“). Mit einer Häufigkeit von 5-15% der 
NSCLC Patienten sind Aberrationen des EGFR-Gens weitaus häufiger als ALK-
Translokationen und betreffen vorrangig Adenokarzinome sowie zum kleinen Teil 
adenosquamöse Karzinome (Kosaka et al. 2004; Shigematsu et al. 2005; Wu et al. 2008). Der 
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR-Gen) ist ein transmembranes Glycoprotein der 
Tyrosinkinase-Superfamilie. Die Bindung des Epidermal Growth Factor (EGF) führt zur 
Rezeptordimerisierung, Aktivierung der Tyrosinkinasedomäne und anschließender 
Aktivierung des EGFR-abhängigen Signalweges, was eine erhöhte Zellproliferationsrate, 
Zelldifferenzierung, Invasion, Metastasierung - zusammengefasst: geförderte 
Tumorprogression - zur Folge hat (Lo, Hsu, and Hung 2006; Normanno et al. 2006; Scagliotti 
et al. 2004; Seshacharyulu et al. 2012; Yarden and Sliwkowski 2001).   
Wagner und Müller fassen drei wichtige Aspekte für den klinischen Bezug von EGFR-
Mutationen für das humane Lungenkarzinom zusammen (Wagner & Müller 2010):  
1. Das EGFR-Gen ist eines von wenigen Onkogenen, welches nicht ausschließlich über 
Punktmutationen, sondern auch durch Deletionen und Insertionen aktiviert werden 
kann. 
2. Auftretende Mutationen sind maßgeblich von Geschlecht, Ethnizität und 
Umweltfaktoren abhängig. 
3. Die Therapierbarkeit mittels Tyrosinkinasehemmer wird entscheidend durch die Art 
der EGFR-Mutation bestimmt.  
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Tabelle 1: Übersicht bekannter EGFR-Mutationen und deren Häufigkeit im NSCLC 
EGFR Exon Mutationsart Häufigkeit im NSCLC 
18 Punktmutation G719X 4% 
19 Deletionen 44% 
20 Insertionen 5% 
21 Punktmutation L858R 41% 
18-21 weitere missense Mutationen 6% 
 
Aktivierende Mutationen (Tab. 1) z.B. L858R des Exon 21, sowie in frame Deletionen in 
Exon 19 haben eine konstitutiv-aktive Form der EGFR Tyrosinkinasedomäne zur Folge, 
wodurch eine dauerhafte Stimulation des Proliferationssignals erzielt wird. Mutationen in 
EGFR treten vorranging in den ersten 4 Exonen der intrazellulären Tyrosinkinasedomäne auf, 
unter anderem ca. 45% Exon 19 in frame Deletionen, ca. 40% Punktmutation im Codon 858 
(L858R) (Cooper et al. 2013). Aktivierende Mutationen des EGFR führen u.a. zu vermehrter 
Zellteilung, Invasion, Metastasierung und Angiogenese (Greulich et al. 2005; Rowinsky 
2004). Weiterhin resultieren aktivierende Mutationen des EGFR in der Induktion des AKT- 
und STAT-Signalwegs, was ein erhöhtes Zellüberleben zur Folge hat (Sordella et al. 2004). 
Zur Behandlung von Lungenkarzinomen werden häufig Tyrosinkinase-Inhibitoren wie 
Gefitinib oder Erlotinib genutzt, deren Remissionsrate jedoch 70% beträgt. Diese Moleküle 
blockieren die intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne des EGFR und unterdrücken somit die 
Signaltransduktion proliferationsfördernder Signalwege (Jackman et al. 2006; Paez et al. 
2004; Seshacharyulu et al. 2012). Entscheidend für die Ausprägung von EGFR-Mutationen ist 
das Rauchverhalten. So treten aktivierende Mutationen des EGFR häufig bei Nicht-Rauchern 
auf, wohingegen aktivierende Mutationen von KRAS häufig Raucher betreffen. Neben 
aktivierenden Mutationen in EGFR treten gehäuft weitere genetische Aberrationen im EGFR-
Signalweg stromabwärts des Rezeptors auf. Wichtigste Vertreter sind dabei Mutationen in der 
DNA-Sequenz von GTP-bindende Proteinen der RAS-Familie, hauptsächlich KRAS. 
Aktivierende Mutationen in KRAS und EGFR schließen sich mit nahezu 100% 
Wahrscheinlichkeit gegenseitig aus, d.h. Tumore mit EGFR-Mutation verzeichnen keine 
KRAS-Mutation und umgekehrt (Ding et al. 2008; Shigematsu et al. 2005; Tam et al. 2006). 
Das Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (KRAS) -Gen gehört zur Familie der RAS-
Gene und kodiert für ein Protein der GTPase- Superfamilie, was die Zellproliferation, 
Differenzierung und Überleben reguliert (Downward 2003). RAS-Gene gehören zu jener 
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Gruppe von Genen, die sowohl in soliden als auch in hämatopoetischen Karzinomen am 
häufigsten mutiert vorliegen (Wagner & Müller 2010). KRAS liegt im Verlauf des EGFR-
Signalweges stromabwärts des EGF-Rezeptors (Abb.5). Die Bindung von GTP führt zur 
Transformation in eine aktive Form von KRAS, was zur Übertragung eines Phosphat-Rests 
von GTP auf nachfolgende MAP-Kinasen und somit der Aktivierung des 
RAS/RAF/MEK/MAPK-  und PI3-K Signalweg führt (Karnoub and Weinberg 2008) (Abb. 
5).Die Weiterleitung der Induktion von EGFR über KRAS führt schlussendlich zur Förderung 
der Zellproliferation. Somatische Mutationen im KRAS-Gen verhindern eine gezielte EGFR-
Therapie, aufgrund der dauerhaft aktiven KRAS-Isoform und damit verbundenen aktiven 
EGFR-Signalwegs (Feldser and Kern 2001; Karnoub and Weinberg 2008; Riely, Marks, and 
Pao 2009; Shigematsu and Gazdar 2006).  
 
Abbildung 3: Signalkaskade des EGFR-MAPK-Signalweges. Die Bindung des Wachstumsfaktors EGF an den EGF-
Rezeptor hat dessen Heterodimerisierung und Autophosphorylierung der Tyrosinkinasedomäne zur Folge. GRB2 agiert als 
Adapterprotein zwischen der phosphorylierten Tyrosinkinasedomäne und den Ras-Guanin-Austauschfaktoren (GEF). GEF 
stimuliert RAS-Proteine gebundenes GDP gegen GTP auszutauschen. Dieser Vorgang führt zur Aktivierung von Ras 
wodurch nachfolgen ein Phosphatrest von GTP auf RAF übertragen wird. Aktives Ras fördert zudem PI3K vermittelte 
Signaltransduktion. Nach Phosphorylierung von RAF wird der Phosphatrest in einer Kinase-Signalkaskade an weitere MAPK 
weitergegeben was abschließend in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (ETS Transkriptionsfaktor - ELK) und der 
Transkription von Wachstums- und Überlebens- regulierender Gene mündet. Verändert nach European Laboratory 
Association (ELA) 
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KRAS Mutationen treten in 25-40% der Adenokarzinome auf (Ding et al. 2008; Sequist et al. 
2011), wobei Mutationen selten in Plattenepithelkarzinom-Patienten vorkommen (Rekhtman 
et al. 2012; Rodenhuis and Slebos 1992). Mutationen in KRAS befinden sich vorranging in 
sogenannte „hotspot“ -Bereichen, welche die Exone 2, 3 und 4 betreffen (Brose et al. 2002). 
Darunter zählen v.a. die Codone 12, 13, 61, 117, und 146 wo G zu T oder G zu A 
Transversionen zu verzeichnen sind (Downward 2003; Riely et al. 2008; Rodenhuis and 
Slebos 1992). Patienten mit Wildtyp-KRAS sprechen gut auf EGFR-Inhibitoren wie Gefitinib, 
Erlotinib oder Antikörper wie Cetuximab oder Panitumumab an, wohingegen Patienten mit 
einer somatischen KRAS-Mutation von EGFR-TKI Behandlung nicht profitieren und ein 
schlechtes Ansprechen auf Behandlung sowie schlechtes klinisches Überleben aufweisen 
(Linardou et al. 2009; Massarelli et al. 2007; Pao et al. 2005).  
1.2.2 Tumorsuppressorgene 
 
Unter dem Begriff Tumorsuppressorgen (TSG) werden Gene zusammengefasst deren 
Expression das Zellwachstum, DNA-Reparatur und maßgeblich die Zellzykluskontrolle 
regulieren. Dabei spielen molekulare Aberrationen der TSG eine entscheidende Rolle bei der 
Ausprägung von Karzinomen. Ruth Sager definierte erstmals 1985 den Ausdruck 
„Tumorsuppressorgen“. Dieser entstand aus den Ergebnissen der Fusion somatischer 
Tumorzellen mit normalen Zellen zu einem nicht-tumorigenen Zellhybrid und der Erkenntnis, 
dass normale Zellen genetische Informationen besitzen die den neoplastischen Phänotyp der 
Karzinomzelle unterdrückt. Die im humanen System am intensivsten untersuchtesten TSG 
sind das Retinoblastom-Gen (RB1) und das TP53-Gen. 
Retinoblastome sind bösartige Tumore der Netzhaut und betreffen mit einer Inzidenzrate von 
1:20.000 meist Kinder bis 5 Jahre. Alfred G. Knudson stellte auf Grundlage von 
weitreichenden statistischen Stammbaumanalysen eine bis heute gültige Hypothese der „zwei 
Ereignisse“ (two-hit Hypothese) auf. Diese besagt, dass beide RB1-Allele durch zwei 
unabhängige Mutationen betroffen sein müssen, damit ein Netzhauttumor entsteht. 
Untersuchungen ergaben, dass sporadische Retinoblastome im Vergleich zur erblichen 
Formen im jüngeren Alter auftraten. Zudem erkrankten jüngere Patienten häufiger an beiden 
Augen, was die Theorie einer erblich bedingten Anlage zuließ. Diese Patienten litten folglich 
an der Vererbung eines mutierten Allels und einer zusätzlichen somatischen Mutation des 
verbliebenen zweiten Wildtyp-Allels. Das Auftreten beider Mutationen ist dabei sowohl 
funktionell als auch zeitlich voneinander unabhängig. Nachdem das RB1-Gen in den 1980er-
Jahren als maßgebliche Ursache des Retinoblastoms identifiziert wurde, konnte die two-hit 
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Hypothese 1987 auch auf molekularer Ebene bestätigt werden (Friend et al. 1987). Die 
Charakterisierung der aufgetretenen somatischen Mutationen ergab Rekombinationen und 
Deletionen im RB1-Lokus, Punktmutationen sowie DNA-Hypermethylierung im RB1-
Promotor. Verlust der Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity) und der damit verbundene 
Verlust eines Allels spielt ebenso bei der Inaktivierung des RB1-Gens eine tragende Rolle 
(Wagner & Müller 2010). 
Der bekannteste Vertreter der Tumorsuppressoren ist TP53, ein nukleäres Phosphoprotein mit 
einer Größe von 53kDa. Als Transkriptionsfaktor steuert es eine Vielzahl intrazellulärer 
Prozesse wie Zellzyklus und Apoptose oder leitet durch Bindung an beschädigte DNA-
Bereiche deren Reparatur ein (Mogi and Kuwano 2011). TP53 bindet dazu über Bildung von 
Tetrameren an die DNA von Zielgenen und aktiviert diese. DNA-Schäden oder karzinogener 
Stress führen zu TP53 vermitteltem Zellzyklusarrest durch Expression Cyclin-abhängiger 
Kinaseinhibitoren, wodurch die Reparatur der DNA oder Apoptose der Zelle eingeleitet wird 
(Cooper et al. 2013). Mutationen in TP53 betreffen ca. 40-45% aller humanen Karzinome und 
befinden sich zu 90% in den Exonen 4-8, wobei 75% der auftretenden Mutationen Missense-
Mutationen darstellen. Besonders häufig sind in humanen Tumoren die Codone 175, 245, 
248, 249, 273 und 282 betroffen (Wagner & Müller 2010).  
Die Inaktivierung von TP53 ist mit die häufigste genetische Veränderung in 
Lungenkarzinompatienten mit einem Auftreten von 90% in kleinzelligen Lungenkarzinomen 
und 65% in NSCLC. Besonders oft kann die hemizygote Deletion des Chromosoms 17p13 
verzeichnet werden (Wistuba et al. 2000). Mutationen, welche die DNA-Bindedomäne von 
TP53 betreffen sind mit 80-100% bei SCLC und 46,8% bei NSCLC beschrieben (D’Amico et 
al. 1992; Tammemagi, McLaughlin, and Bull 1999). In NSCLC sind auftretende TP53 
Mutationen vor allem mit aktivem Rauchen sowie Exposition mit Zigarettenrauch 
(Passivrauchen) assoziiert (Husgafvel-Pursiainen et al. 2000). Das Rauchverhalten des 
Patienten determiniert dabei maßgeblich das Auftreten von unterschiedlichen Mutationstypen 
von TP53. Raucher zeigen vermehrt G zu T Transversionen hervorgerufen durch 
polyzyklische aromatische Hydrocarbone im Rauch, wohingegen Nichtraucher oft G zu A 
Transversionen in Bereichen von CpG Dinukleotiden zu verzeichnen haben (Husgafvel-
Pursiainen et al. 2000; Takagi et al. 1998). Unabhängige Meta-Analysen zeigten, dass 
Mutationen in TP53 mit einer schlechten klinischen Prognose und teilweise schlechtem 
Ansprechen auf Chemotherapeutika assoziiert werden können (Mogi and Kuwano 2011; 
Steels et al. 2001).  
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1.3 Epigenetik 
1.3.1 Grundlagen der Epigenetik 
 
Der Begriff der Epigenetik wurde erstmals 1942 von Conrad Hal Waddington eingeführt und 
definiert als „Zweig der Biologie, der die kausale Wechselwirkung zwischen Genen und ihren 
Produkten, die den Phänotyp hervorbringen“. In den Jahren danach, wurde der Begriff 
Epigenetik weiter zusammengefasst und beschreibt meiotisch und mitotisch vererbbare 
Veränderungen der Genexpression, die nicht selbst in der DNA-Primärsequenz kodieren 
(Egger et al. 2004; Holliday 1987). Zu den bekanntesten und meist reversible epigenetische 
Prozessen gehören das Imprinting (Feil and Khosla 1999), Gen-Silencing, X-Chromosomale 
Inaktivierung (Chow et al. 2005), der Positionseffekt und die Regulation der 
Embryonalentwicklung (Ehrlich 2003). Epigenetik befasst sich mit zwei zentralen 
Hauptmechanismen der eukaryotischen Zellen: die Methylierung genomischer DNA und die 
Modifikation von Histonproteinen. Letzteres führt zu einer Veränderung der 
Chromatinstruktur und Zugänglichkeit der DNA (Bird 2002; Egger et al. 2004; James G. 
Herman and Baylin 2003; P. a Jones and Baylin 2002). In der Wissenschaft wird ein 
synergistischer Zusammenhang beider Mechanismen diskutiert, sodass die 
Hypermethylierung bestimmter DNA-Bereiche als Signal für zusätzliche 
Histonmodifkationen und somit einem engeren Verpackungsgrad der DNA verstanden wird 
(P. A. Jones and Baylin 2007). Diese transkriptionelle Genregulation und das damit 
verbundene Genexpressionsmuster kann über Generationen stabil vererbt werden. 
1.3.2 Histon-Modifikationen 
 
Die genomische DNA einer Zelle bildet zusammen mit eukaryotischen Histonproteinen das 
Chromatin innerhalb des Zellkerns. Je nach Dichte des Verpackungsgrades wird zwischen 
transkriptionell-inaktivem Heterochromatin und transkriptionell-aktivem Euchromatin 
unterschieden. Die kleinste strukturelle Einheit des Chromatins stellt dabei das Nukleosomen 
dar. Die Gesamtheit aller Nukleosomen entlang des DNA-Stranges gibt eine „Perlenschnur“-
artige Struktur. Die Nukleosomen sind untereinander durch kurze DNA-Abschnitte 
sogenannter linker-DNA verbunden. Maßgeblich für den Verpackungsgrad der DNA und den 
damit verbundenen Aufbau der Nukleosomen ist die Bindung von 147 Basenpaaren eines 
DNA-Stranges um ein Histon-Oktamer, welches aus jeweils zwei Kern-Histon-Proteinen 
H2A, H2B, H3 und H4 besteht. Die Histon-Proteine weisen hierzu freie, unstrukturierte N-
terminale Bereiche auf, die aus dem Nukleosomenkomplex herausragen. Aufgrund ihrer guten 
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Zugänglichkeit sind diese Histon-„Arme“ Ziel für Histon-modifizierende Enzyme und die 
damit verbundenen post-translationalen Veränderungen führen zur Aktivierung oder 
Inaktivierung der Genexpression, DNA-Reparatur und DNA-Replikation. Bekannte 
Modifikationen sind hauptsächlich Acetylierung und Methylierung, weiterhin 
Ubiquitinierung, Phosphorylierung, Sumoylierung und Ribosylierung der Aminosäuren Lysin, 
Arginin, Serin und Histidin (Cosgrove, Boeke, and Wolberger 2004; Esteller and Almouzni 
2005; Kouzarides 2007; Strahl and Allis 2000). Für die Bindung der DNA ist ebenso die 
Anzahl an Histon-Modifikationen essentiell, d.h. ob zum Beispiel ein, zwei oder drei Methyl-
Gruppen der jeweiligen Aminosäure angefügt wurden. Im Allgemeinen wird von einer 
Öffnung der Nukleosomen-Konformation gesprochen, sobald Acetyl-Reste an 
Lysinseitenketten der Histone angefügt wurden und eine Verstärkung der Nukleosomen-
Konformation durch Anheftung von Methyl-Gruppen an entsprechende Lysinketten, wobei 
hier die Menge und die Lokalisation der methylierten Aminosäuren essentiell sind. Der 
zugrunde liegende Mechanismus beruht auf der Neutralisation der positiven Ladung basischer 
Lysine durch anfügen von Acetyl-Gruppen, wodurch die Interaktion mit der negativen DNA 
gelöst wird (Wagner & Müller 2010). Als Folge wird die Nukleosomenstruktur reduziert und 
die Zugänglichkeit von Transkriptionsfaktoren und DNA-Polymerasen an die genomische 
DNA erleichtert. Dieser Vorgang wird maßgeblich durch Histon-Acetyltransferasen (HAT) 
katalysiert. Zur Heterochromatisierung der DNA tragen sowohl Histondeacetylierung, als 
auch Histonmethylierung bei. Zweites ist wiederum abhängig von der Anzahl der Methyl-
Gruppen sowie der Stelle angefügter Methyl-Reste im Histon-„Arm“. Histondeacetylierung 
führt im Allgemeinen zu einer dichteren Verpackung der DNA und damit verbunden zu einer 
verringerten Transkriptionsaktivität im betreffenden DNA-Abschnitt (Imhof und Becker 
2001, Kouzarides 2007). Katalysiert wird diese Reaktion durch humane Histon-Deacetylasen 
(HDAC), wobei 18 verschiedene HDACs bisher bekannt sind (T.-Y. Kim, Bang, and 
Robertson 2006; Minucci and Pelicci 2006). Neben Histonacetylierung und Deacetylierung 
spielen Histonmethylierung und Histondemethylierung eine ebenso entscheidende Rolle im 
Umschaltmechanismus zwischen Hetero- und Euchromatin. Im Gegensatz zu Acetylierung 
und Deacetylierung ist die Funktion der Methyl-Gruppen komplexer, sodass die Funktion 
durch Position des modifizierten Aminosäurerestes und der spezifischen Anzahl an 
Methylgruppen definiert ist (Bernstein, Meissner, and Lander 2007). Diese 
posttranskriptionelle Modifikation wird von Histonmethyltransferasen (HMT) und Histon-
Demethylasen (HDMT) katalasiert. So wirkt zum Beispiel eine Lysin-Trimethylierung des 
Histon 3 an der Position 4 (H3K3me3) transkriptions-aktivierend, wohingegen eine 
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Trimethylierung des Lysins an Position 9, 27 und 79 (H3K9me3, H3K27m33, H3K79me3) 
inaktiviert (Barski et al. 2007). Histon-Acetyltransferasen, -deacetylasen,- methyltransferasen 
und -demethylasen interagieren mit Koaktivatoren und Korepressoren in einem großen 
Multiproteinkomplex auf den Verpackungsgrad der DNA. So wirken Mitglieder der CBP-
Proteinfamilie (CREB binding Protein) als typische Koaktivatoren indem sie selbst als Histon-
Acetylase fungieren sowie an weitere Histon-Acetylasen binden (Wagner & Müller 2010). Im 
Gegensatz dazu stellen Proteine des kernständigen Remodellierungs-Deacetylase-Komplexes 
(NuRD) Vertreter der Korepressorklasse dar. Diese rekrutieren Histon-Deacetylasen direkt  an 
deren Bindungs- und Wirkungsort. Neben Molekülen die direkt die Anlagerung der DNA an 
die Histone modifizieren, existieren Faktoren die eine Verschiebung bestehender 
Nukleosomen bewirken. Erstmal wurden jene Proteine der SWI/SNF-Familie in Hefezellen 
charakterisiert, wobei nachfolgend humane Proteine dieses Komplexes wie z.B. SMARCA1 
bereits nachgewiesen wurden.  
Zusammenfassend wird die Gesamtheit der unterschiedlichen Histon-Modifikationsmuster als 
Histon-Code bezeichnet (Jenuwein and Allis 2001). Neben dem Verpackungsgrad der DNA 
spielt ebenso die chemische Veränderung von Cytosin-Resten in der DNA-Primärsequenz 
eine entscheidende Rolle bei der epigenetischen Inaktivierung von Gen bzw. Genbereichen 
(Shames, Minna, and Gazdar 2007). 
1.3.3. DNA-Methylierung 
 
Die Modifikation von Histonen und die damit verbundene DNA-Kondensation spielt ebenso 
wie der Grad der DNA-Methylierung eine wichtige Rolle als Teil des epigenetischen Codes 
einer Zelle (Beck and Rakyan 2008). Dabei wird das Methylierungsmuster während der 
frühen Embryonalentwicklung vererbt, etabliert und gewebespezifisch ausgeprägt (Turker 
1999; Esteller & Herman 2002; Esteller et al. 2002). Die Methylierungsreaktion basiert 
primär auf der Modifikation von Cytosinen in einer sich wiederholenden Abfolge aus Cytosin 
und Guanin (sog. CpG Dinukleotiden). Cytosin-Methylierung am 5´-Kohlenstoffatom wird 
vornehmlich durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) und S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) 
als Kofaktor durchgeführt (Brenner and Fuks 2006) (Abb. 4). Im eukaryotischen System sind 
bisher fünf DNA-Methyltransferasen mit unterschiedlichen Funktionen bekannt. Während 
DNMT1 bestehende Methylierungsprofile während der DNA-Replikation auf den neu 
synthetisierten Strang überträgt (Jeltsch 2006), fungiert die DNMT2 als schwache 
Methyltransferase mit bisher unbekannter Funktion (A. Dong et al. 2001). DNMT3a, 
DNMT3b und DNMT3L werden unter der Gruppe der de novo Methyltransferasen zusammen 
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gefasst und methylieren CpG Dinukleotide die im Verlauf der Zelldifferenzierung neu 
methyliert werden müssen (Okano et al. 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Methylierungsreaktion von Cytosin zu 5-Methylcytosin. Die DNA-Methylierung findet vorrangig an 
Cytosinen statt die in einer Abfolge mit Guanin stehen, sogenannten CpG Dinukleotiden. S-adenosyl L-Methionin (SAM) 
dient dabei als Donor und liefert den Methyl-Rest der mit Hilfe einer DNA-Methyltransferase an das 5´-Kohlenstoff-Atom 
des Cytosin übertragen wird. 5-Methylcytosin befindet sich in einem weniger stabilen Zustand, wodurch es spontan durch 
Desaminierung zu 5-Methyluracil konvertiert. Im Verlauf weiterer DNA-Replikation folgt ein Austausch von Uracil zu 
Thymin, was abschließend eine Manifestation einer Punktmutation von C zu T bedeutet. verändert nach Singal & Ginder 
1999 
Esteller und Herman postulierten im Jahr 2002, dass 70% aller humanen CpG-Dinukleotide 
methyliert vorliegen und 5´-Methylcytosin mit einem Prozentsatz von 3-4% aller Basen 
auftritt (Esteller and Herman 2002). Mögliche Ursache für das niedrige Aufkommen von 5´-
Methylcytosin ist die hohe Desaminierungsrate der Aminogruppe an Position 4 des Ringes 
und die damit verbundene Transformation zu 5´Methyluracil (Duncan and Miller 1980) (Abb. 
4). Diese fehlerhafte Basenveränderung kann nicht von DNA-Glykosylasen des DNA-
Reparationssystem erkannt werden, wodurch sich nach folgenden DNA-Replikationszyklen 
ein Basenaustausch von Cytosin zu Thymin manifestiert (Rideout et al. 1990). Eine hohe 
Dichte an CpG Dinukleotiden entfällt auf die Promotorregionen vieler Gene (Saxonov, Berg, 
and Brutlag 2006). Dem Promotor-Bereich kommt als regulatorische Region eine große 
Bedeutung unter anderem für die Bindung von Transkriptionsfaktoren und damit der 
Transkriptionsaktivierung zu. Ein Bereich mit einer hohen CpG Dichte wird oftmals als CpG-
Insel bezeichnet, wobei definitionsgemäß eine CpG-Insel durch eine Größe von über 500bp 
und einem GC-Gehalt über 55% beschrieben ist (Takai and Jones 2002). Eine Vielzahl von 
CpG Inseln entfallen auf die Promotorregionen von Haushaltsgenen (wie z.B. 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase - ein Enzym essentiell für Glykolyse), wobei 
diese meist unmethyliert vorliegen um eine konstitutive Aktivität der Gene zu gewährleisten. 
Promotoren inaktiver Entwicklungs-oder gewebsspezifischer Gene liegen vermehrt methyliert 
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vor (Kundu and Rao 1999). Hierbei wird zwischen zwei DNA-Methylierungszuständen 
unterschieden: die DNA-Hypermethylierung und DNA-Hypomethylierung. Die DNA-
Hypomethylierung repräsentiert den Zustand geringer (griech. hypo - „unter“, „weniger“) 
Methylierung betreffender CpG-Dinukleotide und ermöglicht somit die 
Transkriptionsinitiation korrespondierender Gene. Unter DNA-Hypermethylierung wird der 
Zustand verstärkter bzw. erhöhter (griech. hyper - „über“) Cytosin-Methylierung 
entsprechender CpG-Dinukleotide und im synergistischen Zusammenspiel mit 
Histonmodifikationen einen höheren Kondensationsgrad der DNA verstanden (P. A. Jones 
and Baylin 2007), wodurch die DNA-Zugänglichkeit für Transkriptionsfaktoren sowie DNA-
abhängiger RNA-Polymerasen reduziert wird. In Folge dessen ergibt sich eine Inhibition der 
Transkription an entsprechenden DNA-Abschnitten (Campanero, Armstrong, and Flemington 
2000; Iguchi-Ariga and Schaffner 1989). Die synergistische Wirkung zwischen DNA-
Methylierung und Histonmodifikationen wird vorrangig über Methyl-Cytosin-Bindeproteine 
(MeCP) reguliert. Diese lagern sich an entsprechend methylierte CpG-Dinukleotide und 
interagieren über konservierte Bindedomänen mit Histon-Modifikatoren. Diese 
Wechselwirkung ermöglicht somit eine gezielte Veränderung der Chromatinstruktur an 
methylierten DNA-Bereichen (Bird 2002; Hendrich and Bird 1998; Nan et al. 1998). 
Interessanterweise ist dieser Mechanismus in der umgekehrten Richtung ebenfalls wirksam, 
d.h. durch Histon3 Lysin9 Trimethylierung (H3K9me3) konnte eine spezifische Rekrutierung 
von DNMTs an den gebundenen DNA-Abschnitt gezeigt werden und folglich eine Histon-
Methyltransferase vermittelte Hypermethylierung der DNA (P. a Jones and Baylin 2002). 
Diesem Netzwerk bestehend aus distinkter DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen 
unterliegen eine Reihe wichtiger zellulärer Prozesse wie z.B. die Zelldifferenzierung. Die 
Deregulation einer Netzwerkkomponente kann diesen stringenten Regulationsmechanismus 
aus dem Gleichgewicht bringen, wodurch u.a. eine fehlerhafte Zellzykluskontrolle oder DNA-
Reparatur die Tumorentstehung begünstigt.   
1.3.4. DNA-Methylierung in der Tumorgenese 
 
Der Mechanismus der epigenetischen Inaktivierung bzw. der transkriptionellen Kontrolle von 
Genen wird durch ein Wechselspiel zwischen DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen 
reglementiert. Dieser Prozess stellt neben Mutationen in der DNA-Primärsequenz eine weitere 
Möglichkeit der Entstehung und Progression eines Tumors dar (Esteller 2007). Im Zuge der 
epigenetischen Forschung liegt dabei der Fokus auf der Untersuchung von DNA-Hypo- und 
Hypermethylierung entsprechender Zielgene und des Einflusses dieses veränderten 
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Methylierungsmusters auf die Krebsentstehung. Obgleich DNA-Hypomethylierung 
vornehmlich Promotoren von Proto-Onkogenen und der damit verbundenen transkriptionellen 
Aktivität dieser Gene betrifft (engl. loss of imprinting), liegt der Fokus der epigenetischen 
Forschung vermehrt auf der DNA-Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen und der 
damit verbundenen epigenetischen Inaktivierung dieser Gene (Esteller and Herman 2002). 
Frühe Untersuchungen des Methylierungsprofils in Tumorzellen verdeutlichten ein 
differenzielles Methylierungsprofil im Vergleich zu korrespondierendem Normalgewebe mit 
der Beobachtung einer niedrigeren globalen DNA-Methylierung in Tumorzellen (Feinberg 
and Vogelstein 1983). Als mögliche Erklärung dient dabei ein geringerer Methylierungsgrad 
vornehmlich stark methylierter Heterochromatin-Bereiche (z.B. Zentromer-Region) in den 
Tumorzellen (Eden et al. 2003; Esteller and Herman 2002). Fraga et al. zeigten zudem im 
Verlauf der Tumorprogression einen zunehmenden Status an Hypomethylierung der DNA in 
dessen Folge zunehmende Chromosomeninstabilitäten, Deletionen und Translokationen 
begünstigt werden (Fraga et al. 2004). Die gesteigerte Promotor-Methylierung einer Vielzahl 
essentieller Tumorsuppressorgene konnte bis dato eruiert werden (Plass 2002; Plass & 
Soloway 2002; Jones & Baylin 2002; Herman & Baylin 2003; Baylin 2005), darunter eine 
hohe Anzahl an Zellzyklus-Regulatoren (z.B. P15, P53, CDKN2A/2B, DNA-
Reparaturenzymen (z.B. MLH1, BRCA1) aber auch Zellproliferationsinhibitoren (z.B. 
SFRP1). Methylierungsanalysen verschiedenster Tumorentitäten haben gezeigt, dass ein 
genomweites Methylierungsprofil nicht zufällig entsteht und dass der Vergleich von 
Methylierungsergebnissen von Patienten mit dem gleichen Tumortyp ein Tumor-spezifisches 
Methylierungsmuster erkennen lässt (Costello et al. 2000; Das & Singal 2004). So konnte ein 
erhöhtes Methylierungsniveau einer Vielzahl von Tumorsuppressorgenen spezifisch für 
Lungenkrebspatienten aufgedeckt und deren Hypermethylierung als Marker mit einer 
verschlechterten Patientenprognose korreliert werden (Das & Singal 2004). Die Promotor-
Hypermethylierung der Tumorsuppressoren P16 (Cyclin-abhängiger Kinaseinhibitor 2A), 
CDH13 (H-Cadherin), RASSF1A (Ras association domain family 1), APC (adenomatous 
polyposis coli) und RARß ist mit dem Auftreten eines Rezidivs assoziiert (Brock et al. 2008; 
Tsou et al. 2002). Weiterhin konnte die epigenetische Inaktivierung des P53-verwandten 
Proteins MGMT aufgedeckt und dessen Einfluss auf Repression der DNA-Reparatur und 
Steigerung der Arzneimittelresistenz untersucht werden (Esteller et al. 1999; Harden et al. 
2003).  
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1.4. Wingless and integration site growth factor (WNT)-Signalweg 
 
Der Begriff „WNT“ wurde erstmals zwischen den Jahren 1976 und 1982 aus einer Fusion der 
orthologen Gene Wingless (Wg) und Int-1 genutzt (Nusse and Varmus 1982; Rijsewijk et al. 
1987; Sharma and Chopra 1976). Wg bezeichnet dabei ein Segment-Polaritätsgen aus 
Drosophila melanogaster, wohingegen Int-1 als Protoonkogen der Maus beschrieben wurde. 
Der WNT-Signalweg tritt in vielen Organismen (u.a. Mensch, Maus, Drosophila, C. elegans) 
konserviert auf und spielt eine entscheidende Rolle bei der Embryonalentwicklung in der 
Ausprägung der dorsal-ventral Achse, dem Zellüberleben und der asymmetrischen Zellteilung 
(Giles, Van Es, and Clevers 2003). In Zellen mit einem inaktiven WNT-Signalweg führt die 
Phosphorylierung von ß-Catenin durch einen Multiproteinkomplex zur Ubiquitinierung und 
schlussendlich zum Abbau von ß-Catenin durch das Proteasom (Abb. 5). Dieser 
Multiproteinkomplex besteht aus den Proteinen APC (adenomatous polyposis coli), Axin und 
GSK3ß (Glycogensynthase-Kinase). Ein aktiver WNT-Signalweg zeichnet sich durch 
Bindung der extrazellulären WNT-Liganden (WNTs) an membranständige Frizzled-
Rezeptoren (Fz) aus, was die Hyperphosphorylierung von Dishevelled (Dsh) zur Folge hat. 
Phospho-Dsh fungiert im weiteren Verlauf als Überträger des Phosphat-Restes auf den ß-
Catenin-Destruktionskomplex, wodurch dessen Stabilität vermindert wird und zerfällt. Ohne 
einen aktiven funktionsfähigen Multiproteinkomplex kommt es zur Akkumulation und 
Translokation von ß-Catenin aus dem Zytosol in den Zellnukleus, wo es als Kofaktor mit 
Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie (T-cell factor/lymphoid enhancing factor) 
interagiert und die Transkription von Zellproliferationsfördernden Genen aktiviert (Giles, Van 
Es, and Clevers 2003) (Abb. 5). Die Signalkaskade des WNT-Signalwegs durchläuft dabei: 
Zellmembran, Zytosol und den Nukleus.  
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Abbildung 5:Übersicht über die Funktionsweise des WNT-Signalweges. Der WNT-Signalweg stellt neben dem EGFR-
MAPK-Signalweg mit seinen zahlreichen Aberrationen einen ebenfalls wichtigen Signalweg während der Tumorgenese dar. 
Im Allgemeinen wird zwischen dem kanonischen ß-Catenin-abhängigen (A) und dem nicht-kanonischen WNT-Signalweg 
(B) unterschieden, wobei sich letzterer noch einmal in den Ca2+- abhängigen und den planar-cell-polarity (PCP) Signalweg 
unterteilt. Der kanonische WNT/ß-Catenin Signalweg reguliert maßgeblich das Zellwachstum und Zellproliferation, 
wohingegen der nicht-kanonische Signalweg ebenso die Zellpolarität, Zellbewegung und die Zytoskelettstruktur beeinflusst. 
Verändert nach Rao & Kühl 2010 
Frizzled-Rezeptoren (Fz) sind membranständige Rezeptoren mit einer extrazellulären WNT-
Bindedomäne, sieben Membran-durchspannenden helikalen Domänen und einer 
intrazellulären Domäne zur Signalweiterleitung (Bhanot et al. 1996; Dale 1998; Y. Wang et 
al. 1996). Die Interaktion der Fz-Rezeptoren zusammen mit Korezeptoren der lipoprotein 
receptor related (LRP)-Proteinfamilie führt zur effektiven Bindung von WNT-Liganden 
(Pinson et al. 2000; Wehrli et al. 2000). Die Bindung von WNT-Liganden wird extrazellulär 
durch sekretierte Antagonisten der secreted frizzled related protein Familie (SFRP) und 
Dickkopf-Familie (DKK) durch deren direkte Bindung an WNT-Liganden sowie Bindung 
von DKK-Molekülen an LRP-Rezeptoren reguliert (Fedi et al. 1999; Finch et al. 1997; Glinka 
et al. 1998; Leyns et al. 1997; Mao et al. 2001; S Wang, Krinks, and Moos 1997). Im Bereich 
des Zytosol an der intrazellulären Domäne der Fz-Rezeptoren kommt es zur 
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Hyperphosphorylierung von Dsh und in Folge dessen zur Inhibition von GSK3ß (Yanagawa 
et al. 1995). An diesem Punkt gliedert sich der WNT-Signalweg in den kanonischen WNT-
Signalweg und den nicht-kanonischen Signalweg, der sich wiederum in den PCP-Signalweg 
und den Ca
2+ 
-abhängigen Signalweg aufspaltet. Die nicht-kanonischen Signalwege sind dabei 
maßgeblich an Zellpolarität, Zellbewegung und Neuordnung des Zellzytoskelettes beteiligt 
(Wodarz 2001; Kühl et al. 2001). Die Funktionalität des kanonischen WNT-Signalweges wird 
einerseits durch die Akkumulation von ß-Catenin sowie dessen Translokation in den Zellkern 
und andererseits durch die Stabilität des Destruktionskomplexes bestimmt. Die 
Aufrechterhaltung dieses Multiproteinkomplexes wird hauptsächlich durch die direkte 
Interaktion und Komplexierung von GSK3ß mit Axin vermittelt (Fraser et al. 2002). In Folge 
dessen wird für einen aktiven kanonischen WNT-Signalweg postuliert, dass Dsh-vermittelte 
GSK3ß-Phosphorylierung eine Konformationsänderung von GSK3ß bewirkt, wodurch eine 
Axin-Bindung nicht mehr möglich ist und der Destruktionskomplex zerfällt. Im Zustand des 
inaktiven kanonischen Signalweges bilden Axin und APC ein Gerüst zur Einlagerung von 
GSK3ß, was im Anschluss ß-Catenin, Axin und APC phosphoryliert. Phospho-Axin/APC 
stabilisiert zunehmend den Destruktionskomplex (Yamamoto et al. 1999). Ein aktiver 
Destruktionskomplex führt zur Phosphorylierung und anschließenden Ubiquitinierung von ß-
Catenin, wobei APC aufgrund seiner Aminosäuresequenz essentiell für die Bindung von ß-
Catenin und dessen Bereitstellung zur GSK3ß-vermittelten Phosphorylierung ist (Henderson 
2000; Neufeld et al. 2000; Rosin-Arbesfeld, Townsley, and Bienz 2000). ß-Catenin stellt das 
Schlüsselmolekül in der Aktivität des WNT-Signalweges dar. Anhand von 12 
Wiederholungen aus je 42 Aminosäuren (engl. arm repeats) wird ein gerichteter Transport 
zum, sowie in den Zellnukleus sichergestellt (Funayama et al. 1995). Das Ziel der 
Signalkaskade des kanonischen WNT-Signalweges liegt in der transkriptionellen Aktivierung 
von TCF/LEF-Zielgenen im Zellnukleus. Ein aktiver WNT-Signalweg ermöglicht 
schlussendlich die Akkumulation von ß-Catenin im Zellkern, wodurch es mit Hilfe seiner 
Transaktivierungsdomäne eine Interaktion mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren eingeht (Van 
de Wetering et al. 1997). TCF-Transkriptionsfaktoren besitzen eine hochkonservierte high-
mobility group (HMG) Domäne und LEF-Transkriptionsfaktoren eine context-dependet 
activation domain, welche eine sequenzspezifische Bindung an Ziel-DNA-Bereiche und in 
Folge deren transkriptionelle Aktivierung ermöglicht (Bruhn, Munnerlyn, and Grosschedl 
1997; Carlsson, Waterman, and Jones 1993; Giese, Cox, and Grosschedl 1992). Eine Vielzahl 
von Tumoren weisen genetische und epigenetische Aberrationen im kanonischen WNT-
Signalweg auf, was die Stabilisierung und Akkumulation von ß-Catenin im Zellkern zur Folge 
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hat. Somit steht der WNT-Signalweg hinter dem MAPK-Signalweg an Platz zwei der 
häufigsten in humanen Karzinomen aktivierten Signalwege (Klaus and Birchmeier 2008). Der 
Nachweis nukleären ß-Catenins wird dabei als Zeichen eines aktiven WNT-Signalweges 
gewertet (Kongkanuntn et al. 1999). In nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen konnte eine 
gesteigerte Expression der WNT-Liganden (WNT1/2/3/5a/11), eine verringerte Expression 
hauptsächlich von WNT-Antagonisten (SFRP1/2/4/5, DKK1/3) sowie Proteinen des ß-
Catenin-Destruktionskomplexes nachgewiesen werden. Der Expressionsverlust oder die 
funktionelle Inhibition von WNT-Antagonisten wird vorrangig durch Hypermethylierung 
erreicht, wobei Moleküle des Destruktionskomplexes (Axin, APC) über Mechanismen der 
Hypermethylierung, des allelischen Verlusts/Neuordnung (rearrangement) oder dem Verlust 
der Heterozygotie (loss of heterozygosity) reguliert werden (Stewart 2014). Für einen 
Hauptteil der NSCLC wurde eine gesteigerte Expression des WNT-Liganden WNT1 und eine 
damit verbundene niedrige Apoptoserate, gesteigerte Zellproliferation und schlechte 
Patientenprognose dokumentiert (He et al. 2004; Nakashima et al. 2008; Nakashima et al. 
2010). Neben einer gesteigerten WNT1-Expression tritt in NSCLC Patienten häufig eine 
aberrante WNT2 Expression auf (You et al. 2004). Die Inhibition von WNT2 mittels small 
hairpin-RNA-vermitteltem RNA-Abbau (shRNA) führt zur Induktion der Apoptose, 
reduzierter Zell-Koloniebildung, geringerem Tumorwachstum in Xenograft-Modellen sowie 
der Reduktion der Expression von WNT-Zielgenen (Bravo et al. 2013; D. Liu et al. 2012). In 
94% resektierter Plattenepithelkarzinome und 51% der Adenokarzinome konnte eine 
deutliche ß-Catenin Protein-Expression nachgewiesen werden, was in Folge zu einer 
erhöhtenExpression von TCF/LEF-Zielgenen wie c-Myc, Cyclin D1, MMP-7 führt (C. L. 
Huang et al. 2008; Kren et al. 2003; Xu et al. 2011). Eine Reihe von bekannten ß-Catenin-
Mutationen münden in einer Reduktion der GSK3ß-vermittelten Phosphorylierung und dem 
nachfolgenden Abbau im Zytosol, sodass die ß-Catenin Akkumulation im Zellplasma in einen 
stetig aktiven WNT-Signalweg übergeht. Eine maßgebliche Rolle spielt dieser Mechanismus 
im kolorektalen Karzinom, wobei Mutationen von ß-Catenin im Lungenkarzinom untypisch 
sind (Hommura et al. 2002; Mazieres et al. 2005; Sunaga et al. 2001; Ueda et al. 2001). In 
Lungenkarzinomen ist vorrangig der ß-Catenin vorgeschaltete (upstream) Regulations-
mechanismus von Dishevelled-Axin-APC-GSK dereguliert, was zur Stabilisierung und 
Akkumulation von ß-Catenin führt. So ist in 53,1% der resektierten NSCLC eine erhöhte 
Proteinexpression von Dishevelled-Molekülen (Dvl-1/2/3) gezeigt, was mit schlechter 
Gewebedifferenzierung, hohem Tumorstadium und verschlechterter Patientenprognose 
assoziiert ist (Wei et al. 2008; Zhao et al. 2010). Axin fungiert als negativer Regulator des 
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WNT-Signalweges und ist in der Chromosomenregion 17q24 kodiert. Im humanen 
Lungenkarzinom unterliegt diese Region einer hohen Frequenz an allelischem Verlust oder 
Neuordnung (engl. allelic loss and rearrangement) (Kanzaki et al. 2006). Im Gegensatz dazu 
führt eine EGFR-vermittelte zusätzliche Phosphorylierung an Serin9 von GSK3ß zur 
funktionellen Inhibition dieses Moleküls, was zudem mit einem verkürzten 
Patientenüberleben assoziiert ist (Zheng et al. 2007).  
1.5. Secreted frizzled related Protein 3 (SFRP3) 
 
Secreted frizzled related Proteine (SFRP) stellen eine Proteinfamilie  dar, die direkt an der 
Regulation und Inhibition des tumorrelevanten WNT-Signalweges beteiligt sind. Dabei 
wirken diese Proteine als WNT-Antagonisten durch direkte Bindung von WNT-Liganden. 
Bisher sind acht Mitglieder bekannt, wobei lediglich fünf einer numerischen Abfolge 
unterliegen (SFRP1 bis SFRP5) (Kawano and Kypta 2003; Rattner et al. 1997).  
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des SFRP-Aufbaus im Vergleich zu Frizzled-Rezeptorstruktur. Frizzled-
Rezeptoren (FZD) weisen eine für diese Rezeptorklasse charakteristische Struktur auf. Sie besitzten sieben membran-
durchspannende Domänen sowie eine funktionelle, extrazelluläre, Cysteinreiche Domäne (CRD). Diese CRD vermittelt die 
spezifische Bindung der WNT-Liganden und somit die Aktivierung des WNT-Signalweges. Die WNT-Antagonisten der 
SFRP-Familie zeichnen sich durch eine zu FZD-homologen CRD aus, wodurch die Bindung an extrazelluläre WNT-
Moleküle und die Inhibition des WNT-Signalweges erreicht wird. Zudem führt ein N-terminales Signalpeptid zur Sekretion 
der SFRPs in den Extrazellularraum (EZR). Die C-terminale Netrinreiche Domäne ermöglicht eine Wechselwirkung mit 
Metallomatrixproteasen. Darstellung verändert nach Nusse R. und Lim X. 2016  
Aufgrund ihrer Sequenzhomologie untereinander unterteilt man SFRP1, SFRP2, SFRP5 und 
SFRP3, SFRP4 in eigenständige Subgruppen der SFRP-Familie (Kawano and Kypta 2003). 
Die antagonistische Funktion der SFRPs beruht dabei maßgeblich auf der Aminosäuresequenz 
und der darin enthaltenen Cystein-reichen Domäne (CRD), welche 30-50% 
Sequenzhomologie zu Frizzled-Rezeptoren(FZD) und 10 konservierte Cystein-Reste aufweist 
(Abb. 10) und somit die Bindung an die extrazellulären WNT-Liganden ermöglicht (Kawano 
and Kypta 2003; Melkonyan et al. 1997). Weiterhin konnte speziell für SFRP1 die Interaktion 
mit Frizzled-Rezeptoren und weiteren SFRP1-Molekülen vermittelt über CRDs gezeigt 
werden (Bafico et al. 1999). Somit ist die WNT-inhibitorische Wirkung der SFRPs 
möglicherweise durch Interaktion der SFRPs mit WNT-Liganden oder durch Bindung der 
SFRP-Moleküle an Fz-Rezeptoren sichergestellt. Beide Mechanismen hätten eine 
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unzureichende Komplexierung der WNT-Liganden mit den entsprechenden Fz-Rezeptoren 
und somit eine Inaktivierung des WNT-Signalweges zur Folge. Der C-terminale Bereich der 
SFRP-Moleküle wird durch eine Netrin-Domäne bestehend aus sechs Cystein-Resten und 
konservierten Bereichen aus hydrophoben Seitenketten bestimmt, welche eine 
Wechselwirkung mit Metallomatrixproteinasen ermöglicht (Abb. 10) (Bányai and Patthy 
1999). Durch Regulation des WNT-Signalweges kommt den SFRP-Molekülen eine 
entscheidende Bedeutung bei der Embryonalentwicklung, Zelldifferenzierung und 
Morphogenese sowohl bei Drosophila und Xenopus als auch bei Vertebraten zu. Die 
funktionelle Inaktivierung dieser Antagonisten führt maßgeblich zur Deregulation des WNT-
Signalweges, was u.a. durch unkontrolliertes Zellwachstum sowie eine Reduktion der 
Apoptoserate in der Entstehung von Krebs münden kann.  
SFRP3, oder frizzled related protein B (FrzB), wurde als erstes Mitglied der SFRP-Familie 
1996 von Hoang et al. als chondrogenen Faktor im Knorpel beschrieben, wobei es an der 
Knochenbildung und Skelettmorphogenese während der Embryonalentwicklung (6-13 
Wochen) beteiligt ist (Hoang et al. 1996). Parallel zeigten Untersuchungen in Xenopus, dass 
Frzb als dorsal-spezifischer Faktor charakterisiert werden konnte und möglicherweise an der 
Bildung der dorsal-ventral Achse beteiligt ist (Bouwmeester et al. 1996). Unabhängige 
Studien verwiesen auf das Auftreten von SFRP3 im Spemann-Organisator während der frühen 
Gastrulation gegenläufig zur Bildung von Xenopus Wnt-8 (Xwnt8). Nachfolgend konnte die 
Bindung von SFRP3 an Xwnt-8 und Wnt-1 sowie die Inhibition von Wnt-1 abhängiger ß-
Catenin Akkumulation bestätigt werden (Leyns et al. 1997; S Wang, Krinks, and Moos 1997; 
Shouwen Wang et al. 1997). Aufgrund der charakteristischen Cystein-reichen Domäne, wurde 
SFRP3 ebenfalls eine mögliche Rolle in der Regulation des WNT-Signalweges zugesprochen 
(K. Lin et al. 1997). Dennoch verweisen unabhängige Studien auf eine kontroverse 
Funktionsweise von SFRP3 während der Tumorgenese. Ein entscheidender Mechanismus zur 
Herabregulation ist aufgrund des Fehlens definierter CpG-Inseln im SFRP3 Promoter bisher 
noch nicht eindeutig nachgewiesen (H. Suzuki et al. 2002). Dennoch haben Ekström et al. 
SFRP3 Hypermethylierung im Bereich des Exon1 in Melanom-Zelllinien nachweisen können 
(Ekström, Sherwood, and Andersson 2011). Eine weitere Studie von Lin et al. legte ein 
erhöhtes Methylierungsprofil von SFRP3 im hepatozellulären Karzinom dar (Y. W. Lin et al. 
2014). Das SFRP3 Gen ist auf Chromosom 2q lokalisiert, dieser Bereich unterliegt häufiger 
Deletion und Verlust der Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity (LOH) (Leyns et al. 
1997; Schmitt et al. 2002; Wolf et al. 2004). Bisherige Untersuchungen der SFRP3 Funktion 
in unterschiedlichen Entitäten zeigte sowohl das Auftreten von Tumor-suppressiven 
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Funktionen als auch Tumor-fördernden Eigenschaften. Im Mesotheliom und Osteosarkom 
liegt SFRP3 herabreguliert vor (A. Y. Lee et al. 2004; Mandal et al. 2007). Zusätzlich konnte 
der SFRP3 Expressionsverlust in primären hepatozellulären Karzinomen mit einer 
gesteigerten Methylierungsrate im Promotor Bereich korreliert werden (Y. W. Lin et al. 
2014). Funktionelle Untersuchungen in einer Reihe von Zellkultur-basierten Modellen 
unterstreichen die Annahme einer tumorsuppressiven Funktion von SFRP3 aus dem Kontext 
der Zugehörigkeit zur SFRP-Familie. So verdeutlichten Analysen in Melanom-Zelllinien eine 
Reduktion der Zellmigration und Zellinvasion vermittelt durch eine antagonistische Wirkung 
von SFRP3 auf WNT5a (Ekström, Sherwood, and Andersson 2011). Eine SFRP3-vermittelte 
Inhibition der Zellinvasion und des Zellwachstums konnte in Fibrosarkom-Zellen in 
Verbindung mit einem reprimierten MET-Signalweg, sowie zusätzlich in humanen Androgen-
unabhängigen Prostatakarzinom-Zellen PC-3 gezeigt werden (Guo et al. 2008; Zi et al. 2005). 
Forcierte SFRP3-Expresion in Magenkarzinom-Zellen führte zur Reduktion der 
Zellproliferation und Koloniebildung, sowie zur Induktion der Zelldifferentierung und 
Apoptose. Zusätzlich verdeutlichten SFRP3-transfizierte Magenkarzinom-Zellen in 
Xenograft-Studien eine starke Reduktion des Zellwachstums (Qu et al. 2008). Im Gegensatz 
zu diesen Analysen, die eine mögliche Tumorsuppressor-Funktion implizieren, lassen Studien 
von Hirata et al. ein kontroverses Bild von SFRP3 erkennen. So konnte eine erhöhte SFRP3-
Proteinexpression in metastatischen Nierenkarzinomen und metastatischen Nierenkarzinom-
Zelllinien nachgewiesen werden. Weiterhin führten SFRP3 Überexpressionsstudien mit 
Nierenkarzinom-Zelllinien zu gesteigerter Zellviabilität, Koloniebildung und Zellinvasion 
sowie zu reduzierter Apoptose. siRNA-vermittelter SFRP3-Abbau in metastatischen 
Nierenkarzinom-Zelllinien resultierte in einer Verringerung der Anzahl an lebenden und 
invasiven Zellen(Hirata et al. 2010). Untersuchungen von Kolonkarzinom-Patienten mit 
Lebermetastasen zeigte eine erhöhte SFRP3-Proteinexpression in den Lebermetastasen im 
Vergleich zum assoziierten primären Kolonkarzinom. Zudem verweisen univariate und 
multivariate Überlebensanalysen von Kolonkarzinompatienten mit synchronen 
Lebermetastasen auf ein reduziertes Gesamtüberleben der Patienten mit erhöhter SFRP3-
Expression auf (Shen et al. 2015). So wird deutlich, dass die funktionelle Bedeutung von 
SFRP3 nicht klassisch dem einen Tumorsuppressors zugeschrieben werden kann, sondern 
möglicherweise der Kontext der Signalwege einer jeweiligen Tumorentität dessen Funktion 
determiniert.  
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1.6. N-myc downstream regulated gene 2 (NDRG2) 
 
Die Familie der MYC-Gene besitzt eine Reihe wichtiger biologischer Funktionen u.a. zur 
Regulation der Zellproliferation, des Zellwachstums, der Apoptose und Differenzierung über 
die transkriptionelle Aktivierung von MYC-Zielgenen (Vervoorts, Lüscher-Firzlaff, and 
Lüscher 2006). Neben Zielgenen deren Expression durch MYC initiiert wird sind eine 
Vielzahl von Genen beschrieben, die von MYC unterdrückt und denen Tumor-suppressive 
und anti-metastatische Funktionen zugeschrieben wurden (O’Connell et al. 2003). N-MYC 
downstream-regulated gene (NDRG) ist eine Familie von Tumorsuppressoren, die durch 
MYC reprimiert werden (Hwang et al. 2011). Bisher sind vier Mitglieder (NDRG1 bis 
NDRG4) mit einer Sequenzhomologie von 53-65% (Melotte et al. 2010) beschrieben, wobei 
alternative Splicing-Isoformen von NDRG2 und NDRG4 bekannt sind. Mitglieder der 
NDRG-Familie sind unter anderem an der Modulation der Zellproliferation und 
Differenzierung beteiligt. Wobei deren Expression Gewebe-, Differenzierungs-, 
Entwicklungs- und Stadien-abhängig reguliert wird (Melotte et al. 2010). Zudem ist die 
Deregulation der Expression von NDRG-Molekülen mit unterschiedlichen Krankheitsbildern 
wie der neuronalen Alzheimer-Erkrankung oder auch der Bildung von Tumoren in einer 
Vielzahl von Entitäten beschrieben. So konnte zum Beispiel NDRG1 als 
Metastasierungssuppressor in Prostata-, Brust- und Kolonkarzinomen identifiziert werden 
(Bandyopadhyay et al. 2003, 2004; Guan et al. 2000). NDRG3/4 wurden in einigen 
Tumorentitäten beschrieben, wobei deren Funktionen nicht eindeutig der eines 
Tumorsuppressors zugeschrieben werden konnte. Dennoch dienen beide Vertreter als 
Biomarker für einige Tumortypen (Melotte et al. 2009; Schilling et al. 2009; W. Wang et al. 
2009). NDRG2 ist ein 40,8 kDA großes Protein mit einer für die Protein-Familie typischen 
großen α/β-Hydrolase-Domäne und einer kleinen Cap-like-Domäne (Hwang et al. 2011). 
Aufgrund der Aminosäure-Sequenz und Struktur weist NDRG2 Homologien zur 
Enzymfamilie der α/β-Hydrolase (ABH) auf. Strukturelle Analysen lassen jedoch eine nicht-
enzymatische Funktion von NDRG2 vermuten, was auf das Fehlen von katalytischen 
Seitenkettender Ser-His-Asp-Abfolge und einer fehlenden Substrat-Bindetasche 
zurückzuführen ist (Hwang et al. 2011). Eine veränderte NDRG2-Expression spielt ebenfalls 
in einer Reihe von Krankheitsentwicklungen eine wichtige Rolle. So wird einer aberranten 
NDRG2-Bildung ein Bezug zur Entwicklung von Alzheimer zugeschrieben. Zudem korreliert 
die NDRG2-Expression negativ mit der Progression einer großen Anzahl von Tumoren. 
Weitreichende Studien belegen die Expressionsabnahme in Lungen-, Brust-, Kolon-, Haut-, 
Leber- und Magenkarzinomen (Assamaki et al. 2007; C. L. Dong et al. 2008; Hummerich et 
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al. 2006; Y. J. Kim, Yoon, Kim, Choi, et al. 2009; Park et al. 2007; L. Wang et al. 2008). 
Zusätzlich verdeutlichten Lin et. al. zu einem NDRG2-Verlusts mit einhergehnder 
Verschlechterung der Prognose für NSCLC-Patientenproben, ebenfalls eine Abnahme der 
NDRG2 mRNA Expression im Verlauf der Tumorerkrankung von Stadium 1 zu Stadium 3 (S. 
J. Li et al. 2013). Der grundlegende Mechanismus zur Herabregulation der NDRG2-
Expression konnte in Meningiomen und Glioblastomen auf die Hypermethylierung des 
Promotorbereiches zurück geführt werden (Lusis et al. 2005; W. Wang et al. 2009). Die 
genaue biologische Funktion von NDRG2 und welche Signalwege durch dieses Molekül 
beeinflusst werden, ist weiterhin nicht vollständig entschlüsselt. Studien zeigten, dass die 
NDRG2-Expression durch den Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 in Tumorzelllinien unter 
hypoxischen Bedingungen gesteigert werden konnte und dass dies mit der Translokation von 
NDRG2 aus dem Zytosol in den Zellkern zur Induktion von Apoptose einhergeht (L. Wang et 
al. 2008). Daraus folgte das NDRG2 möglicherweise eine distinkte regulatorische Domäne 
zur Translokation aufweist, wobei es keine übliche Struktur von Zellkern-Transport-
Elementen zeigt. Strukturelle Analysen postulieren eine NDRG2-vermittelte Suppression des 
TCF/ß-Catenin Signalweges im humanen Kolonkarzinom und die Funktionalität der α6-Helix 
von NDRG2 als mögliches Translokationsmotif in den Zellkern (Hwang et al. 2011). Zudem 
ist die Helix α6 von NDRG2 essentiell für die Bindung von Zielmolekülen. 
Immunoprezipitationsanalysen zeigten eine Assoziation von NDRG2 und ß-Catenin und 
damit verbundene Tumorsuppression über Verminderung des TCF/ß-Catenin Signalweges 
sowie damit einhergehender Expressionsverminderung der TCF-Zielgene CyclinD1 und 
Fibronectin in SW620 Kolon-Zelllinien (Hwang et al. 2011; Y. J. Kim, Yoon, Kim, Song, et 
al. 2009). Die Funktion von NDRG2 ist vermutlich auf die Reduktion der GSK3ß-abbauenden 
Phosphorylierung zurück zu führen, was die Aktivität von GSK3ß erhöht und das 
intrazelluläre Level von ß-Catenin reduziert (Hwang et al. 2011). Dieser Wirkmechanismus 
zur Inhibition des TCF/ß-Catenin Signalweges durch NDRG2 beruht maßgeblich an der 
Interaktion mit PRA1 (Renylated Rab Acceptor 1). Untersuchungen zeigten, dass NDRG2 mit 
PRA1 an der Außenseite des Nukleus kolokalisiert und synergistisch den TCF/ß-Catenin 
Signalweg durch Blockierung der GSK3ß Phosphorylierung inhibiert. In diesem 
Zusammenhang wird die ß-Catenin Translokation in den Zellkern verhindert. Die NDRG2-
Expression führt weiterhin zu einer reduzierten AKT Phosphorylierung, was den Abbau des 
Destruktionskomplexes verringert (J. T. Kim et al. 2012). NDRG2 spielt zudem eine Rolle in 
der Kontrolle des Zellzyklus über c-Jun Phosphorylierung und anschließender AP1/CyclinD1 
Herabregulation (Tetsu and McCormick 1999).  
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2.0. Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Das humane Lungenkarzinom stellt mit 25% weiterhin die häufigste Krebstodesursache bei 
Männern und die zweithäufigste bei Frauen (15%) in Deutschland dar. Prognostisch ist ein 
Bronchialkarzinom dabei mit einer ungünstigen relativen 5-Jahres-Überlebensrate von 16% 
bei Männern und 21% bei Frauen assoziiert. Häufig treten in frühen Stadien der Erkrankung 
keine Beschwerden oder Auffälligkeiten auf, sodass Tumore meist in fortgeschrittenen 
Stadien diagnostiziert werden und aus diesem Grund oft einen ungünstigen Krankheitsverlauf 
der Patienten zur Folge haben. In den letzten Jahrzehnten führten wissenschaftliche 
Untersuchungen des EGFR-Signalweges zur Etablierung angewandter und 
patientenorientierter Therapiemöglichkeiten. Zudem konnte einer übermäßigen Aktivierung 
des WNT-Signalweges ein potentieller Einfluss auf die Entstehung maligner Erkrankungen, 
u.a. eines NSCLC, zugeordnet werden. Eine tragende Rolle an der Regulation des 
tumorrelevanten WNT-Signalweges kommt den Mitgliedern der SFRP-Familie zu, deren 
Wirkmechanismus maßgeblich in der Inaktivierung des WNT-Signalweges resultiert und 
somit eine große Bedeutung auf eine mögliche Progression eines NSCLC einnehmen. Daher 
ist es von großer Wichtigkeit, den Zusammenhang des Verlustes eines WNT-Antagonisten 
(SFRP3) zur molekularen Krankheitsentstehung des humanen nicht-kleinzelligen 
Lungenkarzinoms herzustellen. 
Ein initiales Ziel dieser Studie war es, durch Clusteranalysen auf Basis des Cancer Genom 
Atlas (TCGA) das Expressionsprofil essentieller WNT-Signalwegkomponenten entsprechend 
des NSCLC-Subtypes zu bestimmen und somit den molekularen Hintergrund dieser 
Tumorsubtypen näher zu charakterisieren. Im nächsten Schritt sollte das vorherrschende 
SFRP3 Expressionsniveau in primären Proben von NSCLC-Patienten sowohl auf mRNA als 
auch auf Proteinebene validiert werden. Hierfür bildeten ein Frischgewebekollektiv (n=22) 
sowie ein FFPE-Kollektiv (n= 52) die Grundlage für Expressions- und immunhistochemische 
Analysen. Diese Proben umfassten die Hauptsubtypen des NSCLC: das Adenokarzinom 
sowie das Plattenepithelkarzinom der Lunge. Im Hinblick auf einen möglichen Verlust der 
SFRP3-Expression in humanen NSCLC-Proben bestand weiterhin die Frage eines möglichen 
zugrunde liegenden Mechanismus. Folglich sollte eine mutmaßlich aberrante DNA-
Methylierung des SFRP3-Promotor sowie Exon1 mittels Pyrosequenzierung des eigenen 
Frischgewebekollektives näher beleuchtet werden. Die ermittelten eigenen Resultate der 
Expressions- sowie Methylierungsanalysen sollten zudem in den Kontext eines unabhängigen 
Datensatz des TCGA gesetzt werden. Einhergehend mit einer möglichen tumorsuppressiven 
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Funktionsweise von SFRP3 bestand zudem der Fokus eines SFRP3-vermittelten Einflusses 
auf die Prognose von NSCLC-Patienten. Hierfür sollten Kaplan Meier Analysen auf Basis des 
TCGA Datensatzes sowie des Kaplan Meier Plotters einen Hinweis darauf liefern, ob eine 
aberrante SFRP3 Expression in den jeweiligen NSCLC-Subtypen zu einem veränderten 
Patientenüberleben führen könnte.  
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von funktionellen in vitro Analysen an 
entsprechenden Tumormodellen wertvolle Hinweise darüber zu erhalten, welchen Einfluss 
eine erhöhte Expression von SFRP3 in humanen Lungenkarzinomzelllinien besitzt. Hierfür 
dienten gain of function Zellkulturmodelle der Adenokarzinomzelllinien A549 und SK-LU-1 
sowie Plattenepithelkarzinomzelllinien H157, H1299 und H2170 der Charakterisierung einer 
Einwirkung der gesteigerten SFRP3-Expression auf grundlegende tumorrelevante 
Zelleigenschaften wie beispielsweise Proliferation, Koloniebildung und Migration. Weiterhin 
sollte gezeigt werden, ob die resultierenden in vitro Eigenschaften der jeweiligen Zellen in 
Verbindung mit einer SFRP3-bedingten Regulation des WNT-Signalweges stehen. Hierfür 
dienen Western Blot-Analysen der Feststellung möglicher Aktivitätsveränderung wichtiger 
PCP-Signalwegkomponenten wie z.B. JNK, Rho und FAK. Zudem sollte die Kotransfektion 
von WNT1 eine mutmaßliche Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges hervorrufen 
und somit ein physiologisches Zellmodell zur Analyse der WNT-antagonistischen 
Funktionsweise von SFRP3 im humanen NSCLC ermöglichen.  
Zusammenfassend sollten die angestrebten Ziele dieser Studie das Wirkungsspektrum von 
SFRP3 im humanen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom erstmalig darstellen. Darüber hinaus 
könnten die Resultate dieser Arbeit den derzeitigen Kenntnisstand zur Bedeutung des WNT-
Signalweges auf die Entstehung und Progression des humanen NSCLC erweitern sowie 
möglicherweise im weiteren Verlauf der Grundlagenforschung in einem klinischen Nutzen für 
Lungenkarzinompatienten resultieren.  
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3.0. Material und Methoden 
 
3.1. Klinisches Patientenmaterial 
 
3.1.1 Kryokonserviertes humanes Lungenfrischgewebe 
 
Im Rahmen der Dissertation wurde ein Kollektiv mit 22 Gewebeproben von 
Lungenkarzinompatienten zusammengestellt. Das genutzte Kollektiv beinhaltete 11 
Lungennormalgewebe, sieben Adenokarzinom-, zwei Plattenepithelkarzinom-, eine 
Karzinoid- sowie eine adenosquamöse Karzinomprobe (Anhang Tabelle 33). Das Gewebe 
wurde nach Diagnose eines primären nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms zwischen den 
Jahren 2006 und 2011 entnommen. Alle Patienten gaben eine Einverständniserklärung zur 
Konservierung ihres Gewebes für Forschungszwecke ab. Für die Evaluation von 
Lungentumormaterial zur Erforschung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms lag ein 
positives Votum der Ethikkomission der Uniklinik RWTH Aachen (EK-206/09) vor (cBMB - 
zentrale Biomaterialbank des Uniklinikum der RWTH Aachen). Nach Entnahme wurden die 
Gewebeproben sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur ihrer Bearbeitung bei 
-80°C asserviert. Zunächst wurden von jedem Lungengewebe 4 µm Schnitte angefertigt und 
der Tumor- bzw. Normalgewebsanteil mittels HE-Färbung ermittelt. Die Begutachtung 
erfolgte durch einen erfahrenen Pathologen wobei Normalgewebsproben mit mind. drei 
Bronchien und Tumorproben mit >80% Tumoranteil in dem Kollektiv eingeschlossen 
wurden. Aufgrund des Verbrauchs einiger Proben konnten Untersuchungen zur Bestimmung 
des Methylierungsstatus oder Expressionsstatus von SFRP3 nicht immer mit dem 
vollständigen Probenkollektiv durchgeführt werden.  
3.1.2. Paraffineingebettetes humanes Lungengewebe 
 
Die Arbeiten zur Untersuchung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms wurden durch ein 
unabhängiges Kollektiv bestehend aus 52 Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten 
Lungengeweben (Formalin Fixed Paraffin Embedded, FFPE) unterstützt. Dieses FFPE-
Gewebekollektiv beinhaltete 14 Adenokarzinome, 10 Plattenepithelkarzinome, eine 
Knochenmarksfernmetastase und 27 Normalgewebeproben. Nach Diagnosestellung eines 
primären NSCLC bzw. einer NSCLC Fernmetastase wurden diese Proben zwischen den 
Jahren 2010 und 2014 entnommen. Alle Patienten unterzeichneten eine 
Einverständniserklärung zur Konservierung ihres Gewebes für Forschungszwecke. Für die 
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Untersuchung von Lungentumoren lag ein positives Votum der Ethikkomission der Uniklinik 
RWTH Aachen (EK-206/09) vor. Nach Resektion der Proben wurden diese in Formalin 
fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet. HE-Färbung an 4µm Gewebeschnitten diente 
zu Feststellung des Tumoranteils, wobei nur  Proben mit >80% Tumorzellanteil in das 
Gewebekollektiv eingeschlossen wurden (Anhang Tabelle 34).  
3.1.3. Externer Datensatz des TCGA 
 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Expressions- und Methylierungsstudien anhand des 
eigenen Frischgewebekollektives wurden mit Hilfe unabhängiger Datensätze des The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) validiert. Hierbei konnte auf Expressions- sowie Methylierungsdaten 
von SFRP3 und NDRG2 in primären NSCLC-Proben, bestehend aus Adenokarzinomen 
(LUAD; n=518) und Plattenepithelkarzinomen (LUSC; n=499), sowie 
Lungennormalgewebsproben (n=107) zurückgegriffen werden. Die genutzten Datensätze 
beinhalteten Patientendaten des Illumina Infinium DNA methylation (HumanMethylation 450 
Array) sowie des Illumina HiSeq mRNA expression Datenbestandes. Die klinisch-
pathologischen Parameter der NSCLC-Patienten des TCGA-Kollektives sind im Anhang in 
Tabelle 35-37 aufgeführt. 
3.1.4. Cluster-Analyse auf Basis des TCGA Datensatzes 
 
Das Expressionsprofil essentieller WNT-Signalwegkomponenten wurde auf Basis des TCGA 
Illumina HiSeq mRNA expression Datensatzes in den NSCLC-Subtypen (LUAD, LUSC) 
untersucht. Die jeweiligen normalisierten Expressionswerte wurden zur Beseitigung der 
Abweichung log2-transformiert und an der mittleren Expression jedes Gens zentriert. Das 
hierarchische Clustering wurde mittels Manhattan-Metrik und Ward´s Minimalvarianz 
durchgeführt. Die Cluster-Analyse der NSCLC-Proben erfolgte durch Berechnung der 
Minkowski-Distanz der zentrierten und skalierten Expressionen der ausgewählten Gene. Der 
Parameter P der Minkowski-Distanz wurde auf P=1,1 festgelegt um eine maximale 
Unterscheidung zwischen LUAD und LUSC-Proben zu gewährleisten.   
3.2. Humane Lungenkarzinom-Zelllinien 
 
In dieser Promotion wurden folgende humane Lungenkarzinom-Zelllinien verwendet: A549, 
SK-LU-1, H157, H1299, H2170. Die Zelllinien A549 und SK-LU-1 wurden von der Cell 
Lines Service GmbH (CLS, Eppelheim, Deutschland) bezogen und nach Herstellerangaben 
kultiviert. Die Plattenepithelkarzinom-Zelllinien H157, H1299 und H2170 wurden 
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freundlicherweise von Prof. Dr. Iver Petersen (Institut für Pathologie, Uniklinik Jena, 
Deutschland) zur Verfügung gestellt. Zur Vermeidung von Mycoplasmen-Kontaminationen 
wurden alle Zelllinien in regelmäßigen Abständen auf Vorhandensein von Mycoplasmen 
untersucht.  
Tabelle 2: Verwendete Lungenkarzinomzelllinien 
Zelllinie Ursprungsgewebe Grading Etablierungs- 
jahr 
Eigenschaften 
A549 Adenokarzinom, Lunge - 1972 epithelial,  
Keratin positiv,  
WT EGFR,  
Mut. KRAS 
SK-LU-1 Adenokarzinom, Lunge G3 1977 epithelial 
NCI-H157 Plattenepithelkarzinom 
Pleuraerguss, Lunge 
- 1979 identisch zu NCI-H1264 
NCI-
H1299 
NSCLC, Lymphknoten-
metastase, Lunge 
- 1992 epithelial, Neuromedin B 
positiv,  
p53 Deletion 
NCI-
H2170 
Plattenepithelkarzinom 
Lunge 
- 1989 epithelial 
 
3.3. Geräte 
 
Tabelle 3: Verwendete Geräte 
Gerät Hersteller 
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Weiterstadt 
Axiovert 200 Mikroskop Zeiss, Jena 
Brutschrank (20% 02, 5% CO2, 37°C) Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
CASY® Cell Counter und Analyzer OLS OMNI Life Science, Bremen 
Digital pH-Meter Schärfe System, Reutlingen 
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Eppendorf Research Pipetten Eppendorf, Wesseling 
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001) Eppendorf, Wesseling 
Gel-Dokumentationseinheit MWG Biotech AG, Ebersberg 
Hoefer HE 33 Mini Submarine Gelkammer Hoefer Pharmacia Biotech, USA 
Kryotom HM560 Microm Laborgeräte, Walldorf 
Laborwage Sartorius, Göttingen 
Light Cycler IQ5 BioRAD, München 
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A) Heraeus/Kendo, Düsseldorf 
NanoDrop® ND1000 PeqLab Biotechnologie, Erlangen 
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena 
PyroMark ID Qiagen, Hilden 
PyroMark Vacuum Prep Station Qiagen, Hilden 
Reinraumwerkbank Hera Safe Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Schüttler MTS4 IKA-Werke, Staufen 
Stromversorgungsgerät Gibco/BRL, Eggenstein 
Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling 
Thermocycler C1000 BioRAD, München 
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Wesseling 
UV-Leuchttisch TFX Vilber Lourmat, Frankreich 
Vortex MS2 Minishaker IKA-Werke, Staufen 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
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3.4. Software und Datenbanken 
 
Tabelle 4: Verwendete Software und Datenbanken 
Software/Datenbanken Webadressen/Hersteller 
GraphPad Prism 5.0 Gold Statistik Software GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA 
ImageJ National Institute of Health, USA 
PSQ Assay Design Software Qiagen, Hilden 
Pyro Q-CpG Software Qiagen, Hilden 
SPSS Statistik Software 22.0 SPSS, Chicago, IL, USA 
BLAST-2-sequences Online Portal http://147.26.214.159/blast/wblast2 
Cancer Genome Browser (TCGA) Datenbank http://genome-
cancer.ucsc.edu/proj/site/hgHeatmap/ 
Human Protein Atlas Datenbank http://www.proteinatlas.org 
Kaplan-Meier-Plotter Datenbank http://kmplot.com/analysis/ 
ENSEMBL Datenbank http://www.ensembl.org 
GeneCards Datenbank http://www.genecards.org 
Genomatix Datenbank http://www.genomatix.de 
Methprimer Online Portal http://www.urogene.org/methprimer 
Primer3 Online Portal http://www.frodo.wi.mit.edu 
PUBmed Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
 
3.5. Chemikalien und Lösungsmittel 
 
Alle genutzten Chemikalien und Lösungsmittel wurden in p.A. Grad oder in der reinsten 
käuflichen Form verwendet, Abweichungen sind an entsprechender Stelle aufgeführt. 
Nachfolgend nicht erwähnte Chemikalien wurden von den Firmen Merck und Sigma-Aldrich 
erworben oder sind an betreffender Stelle im Methodenabschnitt vermerkt. 
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Tabelle 5: Verwendete Chemikalien 
Chemikalien Firma 
5-Aza-2´-desoxycytidin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Agarose SeaKem LE agarose Cambrex, Rockham, ME, USA 
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt 
Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Bacto-Agar Carl Roth, Karlsruhe 
Borsäure Merck, Darmstadt 
CASYTON Messlösung Schärfe System, Reutlingen 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Fetales Kälberserum (FKS) Seromed Biochrom, Deisenhofen 
FuGENE HD Transfektions Reagenz Promega GmbH, Mannheim 
Glycerin Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Kristallviolett Merck, Darmstadt 
L-Glutamin PAA, Cölbe 
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 
Methylenblau Merck, Darmstadt 
Natriumacetat Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Tissue-tek Sakura Finetek, Niederlande 
Trichostatin A Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trisbase Merck, Darmstadt 
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Tris-HCL Merck, Darmstadt 
TRIzol® Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin Biochrom, Berlin 
Zitronensäure Fluka, Neu-Ulm 
 
Tabelle 6: Verwendete Lösungsmittel 
Lösungsmittel Firma 
Chloroform Merck, Darmstadt 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Formaldehyd Merck, Darmstadt 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Methanol Merck, Darmstadt 
Xylol Merck, Darmstadt 
 
3.6. Puffer und Lösungen 
 
Nachfolgende Puffer und Lösungen wurden mit H2O-bidest. hergestellt und sofern 
erforderlich autoklaviert oder steril filtriert. Nicht erwähnte Puffer und Lösungen sind an 
entsprechender Stelle im Methodenteil aufgeführt oder wurden kommerziell erworben. 
Tabelle 7: Verwendete Puffer und Lösungen 
Puffer/Lösungen Zusammensetzung 
Allgemeine Puffer und Lösungen 
10x PBS Puffer (pH 7,5) 160mM Na2HPO4, 40mM NaH2PO4, 1,5mM NaCl 
10x TBS-Puffer (pH 7,6) 500mM Tris/HCl, 1,5mM NaCl 
10x TE-Puffer 100ml Tris (pH 7,5), 20ml EDTA (pH 7,5), ad. 1l H2O 
PBS/Tween 1l 1x PBS, 0,1% Tween-20 
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DEPC-H2O 0,1% (w/v) DEPC in H2O ü.N. rühren, autoklaviert 
Eosin-Lösung 1g Eosin in 100ml H2O 
Mayers-Hämalaun-Lösung 1g Hämatoxylin, 200mg Na-Iodat, 50g Aluminiumkaliumsulfat, 50g 
Chloralhydrat, 1g Zitronensäure, in 1l H2O 
Methylenblau-Lösung 0,1% (w/v) Methylenblau in Ethanol abs. 
TBS/Tween 1l xTBS, 0,1% Tween-20 
Tris-Puffer (pH 7,6) 10mM Tris-HCl, mit ddH2O ad. 100ml 
Lösungen für Gelelektrophorese 
10x TBE-Puffer 890mM Tris, 20mM EDTA, 890mM Borsäure (pH 8,3) 
Agarose-Lösung 2% (w/v) Agarose in 1x TBE-Puffer 
Ethidiumbromid-Lösung 35µl Ethidiumbromid-Stammlösung (10mg/ml) in 1xTBE-Puffer 
(350µg/l) 
Lösungen für Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
10x MSP-Puffer 167mM Ammoniumsulfat, 670mM Tris (pH 8,8), 67mM MgCl2, 
100mM ß-Mercaptoethanol 
dNTP-Mix MSP je 25mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP 
MgCl2 25mM Stocklösung Promega, Mannheim 
Lösungen für SDS-PAGE und Western Blot 
Lade-/Probenpuffer 1ml 4x NuPage-SDS Puffer (invitrogen), 200µl 1M DTT, ad. 2,8ml 
ddH2O 
RIPA-Lysepuffer 50mmol/l TrisHCl (pH 7,2), 250mmol/l NaCl, 2% (v/v) NP-40, 
0,1% (w/v) SDS, 0,5% (w/v) Sodiumdeoxycholat, 2,5mM EDTA 
SDS-PAGE Laufpuffer NuPage 20x Laufpuffer Invitrogen (MES-Puffer), 50ml mit 950ml 
ddH2O 
Transferpuffer 25mM Tris-Base, 192mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, ad. 1l 
ddH2O 
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Coomassie-Blau-Färbelösung 0,8g Brilliantblau R-250, 100ml Isopropanol, 40ml Essigsäure, ad. 
500ml ddH2O 
Lösungen für Zellkultur  
10x PBS-Puffer (pH 7,5) 160mM Na2HPO4, 40mM NaH2PO4, 1,5M NaCl 
Kristallviolett-Lösung 0,5% (w/v) Kristallviolett, 10% (v/v) Formaldehyd, 80% (v/v) 
Methanol, 10% (v/v) H2O 
Lösungen für Immunhistochemie 
Natriumcitrat-Puffer 0,1M C6H8O7Na3, ad. 1l ddH2O 
1x DAKO-Waschlösung 20x DAKO Wash Buffer, 50ml mit 950ml ddH2O 
Lösungen für Immunfluoreszenz-Mikroskopie 
1x PBST 1x PBS-Puffer, 0,1% (v/v) Tween-20 
Reinigungslösung 100% EtOH, 37% HCl im Verhältnis 6:4 
Zytoskelett-Puffer 10mM PIPES, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 5mM Glukose, 5mM 
MgCl2, pH 7,0 
 
3.7. Molekularbiologische Kits und Reagenzien 
 
Tabelle 8: Verwendete molekularbiologische Kits und Reagenzien 
Bezeichnung Firma/Hersteller 
Immunhistochemie-Kit 
Dako Real
TM
 Detection System K5001 Dako, Glostrup, Dänemark 
DNA-Analyse 
EZ DNA Methylation Kit
TM
 Zymo Research, Freiburg i. Breisgau 
GoTag®Flexi DNA-Polymerase Promega, Mannheim 
Mycoplasmen-Detektions PCR Kit
TM
 Minevra Biolabs, Berlin 
PyroMark Gold Kit
TM
 Reagents Qiagen, Hilden 
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PyroMark PCR Kit
TM
 Qiagen, Hilden 
QIAamp DNA Mini Kit
TM
 Qiagen, Hilden 
QIAquick®Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 
NucleoBond® Xtra Maxi Macherey-Nagel, Düren 
Chemagic PCR Pure Kit PerkinElmer, Baesweiler 
RNA-Analyse 
iQ5TM SYBR® Green Supermix BioRad, München 
Reverse Transcription System, cDNA Synthese Promega, Mannheim 
Protein-Analyse 
Pierce® ECL Western Blotting Substrat Pierce, Rockfort, IL 
Zellkultur-Kit 
XTT Cell Proliferation Kit
TM 
II Roche Diagnostics, Mannheim 
Apoptose-Kit Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim 
 
3.8. Medien 
 
3.8.1. Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Tabelle 9: Verwendete Zellkulturmedien 
Zelllinie Medium Zusätze 
A549 DMEM:Ham´s F12 5% FKS, 2mM L-Glutamin, 50U/l Penicillin, 50mg/l 
Streptomycin 
SK-LU-1 EMEM 10% FKS, 2mM L-Glutamin, 50U/l Penicillin, 50mg/l 
Streptomycin, 1% nicht-essentielle Aminosäuren, 1mM 
Pyruvat 
NCI-H157 RPMI 10% FKS, 2mM L-Glutamin, 50U/l Penicillin, 50mg/l 
Streptomycin 
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NCI-H1299 RPMI 10% FKS, 2mM L-Glutamin, 50U/l Penicillin, 50mg/l 
Streptomycin 
NCI-H2170 RPMI 10% FKS, 2mM L-Glutamin, 50U/l Penicillin, 50mg/l 
Streptomycin 
3.8.2. Anzuchtmedium für E.coli 
 
Tabelle 10: Verwendete Bakterienanzuchtmedien 
Medium
a
 Zusammensetzung 
LB-Medium 5g NaCl, 10g Bacto-Trypton, 5g Hefeextrakt, ad. 1l ddH2O (pH 7,4) 
LB-Agar 1l LB-Medium, 1,5% (w/v) Bacto-Agar 
SOC-Medium 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4, 20mM Glukose, 
10g Hefeextrakt, 20g Bacto-Trypton, ad 1l ddH2O (pH 7,0) 
a
 Nach Zusammensetzung wurden alle Medien bei 121°C, 2 bar für 30min autoklaviert und 
bei Bedarf mit 100g/ml Ampicillin versetzt.  
3.9. Monoklonale und Polyklonale Antikörper 
 
Tabelle 11: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 
Antikörper Klonalität Firma Epitop Verdünnung 
Primärantikörper 
#A5441 Mono Sigma-Aldrich ß-Aktin, Klon AC-15 1:2000 
sc-7427 Poly Santa Cruz FrzB C-20, IgG Ziege 1:75, 1:100 
sc-13941 Poly Santa Cruz FrzB H-170, IgG 
Kaninchen 
1:75, 1:100 
ab108169 Poly Abcam Frzb AS216-265, IgG 
Kaninchen 
1:750,  
1:1000 
12884-1-AP Poly ProteinTech Frzb, IgG Kaninchen 1:75, 1:125 
Sekundärantikörper 
P0449 Poly DAKO Anti-Maus/HRP, IgG 1:5000 
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Kaninchen 
P0448 Poly DAKO Anti-Kaninchen/HRP, 
IgG Ziege 
1:5000 
 
Tabelle 12: Verwendete Antikörper-Kits 
Antikörper-Kit Hersteller Epitope Verdünnungen 
WNT-Signaling 
Antibody Sampler Kit 
#2915 
Cell Signaling WNT3a, Wnt5a/b, Phospho-
LRP6, Dvl2, LRP6, Dvl3, 
Naked1, Naked2, Axin1 
1:1000 
WNT/ß-Catenin 
Activated Targets 
Antibody Sampler Kit 
#8655 
Cell Signaling CD44, CyclinD1, c-Jun, LEF1, 
Met, MMP-7, c-Myc, TCF1 
1:1000 
SAPK/JNK Antibody 
#9252 
Cell Signaling SAPK/JNK, Phospho-p54, 
Phospho-p46 
1:1000 
Rho-GTPase Antibody 
Sampler Kit #9968 
Cell Signaling Cdc42, Phospho-Rac1/cdc42 
(ser71), RhoA, RhoB, RhoC, 
Rac1/2/3 
1:1000 
Active Rac1 Detection 
Kit #8815 
Cell Signaling Rac1 1:1000 
 
3.10. Oligonukleotide 
 
3.10.1. Für Pyrosequenzierung 
 
Tabelle 13: Oligonukleotid-Sequenzen für die Pyrosequenzierung 
Name Sequenz (5´ →3´) TA 
[°C] 
Produkt-
größe [bp] 
Promotor-SFRP3 
For 
Bio- 
GTAGGTATTGGAGGGTAGAGATTGTTTTAGGGG 
56  
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Promotor-SFRP3-
Rev 
ACCACTACCACCCTAACTAACAAAAAAAA 56 85 
Promotor-SRP3-
Seq 
CCCTAACTAACAAAAAAAAC 56  
Exon1-SFRP3 For AGTTTGATGTTTTTGTTAGAGGGAGAGGAATAA 56  
87 Exon1-SFRP3-Rev Bio- TCCTTAAATCAAATTCCCCCAATAAAATCC 56 
Exon1-SRP3-Seq AAATAGATGTTGTTGTTT 56  
For:Forward; Rev:Reverse; Seq: Sequenzierung; Bio:Biotinyliert; TA: Anlagerungstemperatur 
3.10.2. Für MSP 
 
Tabelle 14: Verwendete Oligonukleotide für die Methylierungsspezifische PCR 
HUGO Name Sequenz (5´ → 3´) TA [°C] Produktgrüße [bp] 
SFRP3-E-M GTTGTTGTTTTCGAAGGTTTAGAC 
AATAAAACAAAATACAACCGCG 
60 240 
SFRP3-S-M GTTGTTGTTTTCGAAGGTTTAGAC 
AAATCCCACGAACTTTACCG 
60 98 
SFRP3-S-U TGTTGTTGTTTTTGAAGGTTTAGAT 
AATAAAATCCCACAAACTTTACCAA 
60 105 
SFRP3-P-M GTTCGTTTTTGGGGTTAAAGAC 
ACGATAAAATACGAAACCGTACG 
58 120 
SFRP3-P-U GGTTTGTTTTTGGGGTTAAAGAT 
AAACAATAAAATACAAAACCATACAAA 
58 118 
M:methyliert; U:unmethyliert; TA: Anlagerungstemperatur 
3.10.3. Für qPCR 
 
Tabelle 15: Verwendete Oligonukleotid-Sequenzen für die semiquantitative Real-time PCR 
HUGO Name Sequenz (5´ → 3´) TA [°C] Produktgröße [bp] 
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CyclinD1 ATCAAGTGTGACCCGGACT 
CCTCCTCTTCCTCCTCCTC 
60 113 
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 
TGGACTCCACGACGTACTCA 
60 289 
NDRG2 TGGGACTCAACTATAAATCTTGCTT 
TGGGTACTGATATCCCAAAGG 
60 146 
SFRP3 ACGGGACACTGTCAACCTCT 
CGATCCTTCCACTTCTCAGC 
60 150 
SFRP3 AGCTTTTCCTCCCTCCTTCC 
GTCTCCTCCCCTAGATCACG 
60 104 
WNT1 GAACTGTCCCACTGCTCC 
GGTAGTCACACGTGCAGGATT 
60 161 
TA: Anlagerungstemperatur 
3.10.4. Für Sequenzierung 
 
Tabelle 16: Verwendete Oligonukleotide für die Sanger-Sequenzierung 
Name Sequenz (5´ →3´) TA [°C] 
pT-Rex-Dest30 FW GATATCCTCGAGCCCATCAA 55 
1_cDNA-SFRP3 CCCTGTAAGTCTGTGTGCGA 55 
2_cDNA-SFRP3 CGTTCCAGATTACTCTTGGTGG 55 
NDRG2_Rev TCAACAGGAGACCTCCATGGTGTG 74 
FW:Forward; Rev:Reverse; TA: Anlagerungstemperatur 
3.11. siRNA 
 
Tabelle 17: Sequenz der verwendeten NDRG2-siRNA 
Produkt Name Sequenz (5´→  3´) Katalognummer 
Hs_NDRG2_4 AAGGGTATGGACCTACGTGAA SI00656096 
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Hs_NDRG2_6 CTCGCCTGTCCCGGTCTCGTA SI04222666 
Kontroll-siRNA AATGCTGACTCAAAGCTCTG SI03650318 
 
3.12. Plasmide 
 
3.12.1. pT-REx-DEST30-SFRP3/ pT-Rex-DEST30-NDRG2 
 
Funktionelle Überexpressionsstudien der Lungenkarzinomzelllinien SK-LU-1, A549 und 
H157 basierenauf den Vektoren pT-REx-DEST30-SFRP3 sowie pT-REx-DEST30-NDRG2 
der Firma Source BioScience (Berlin).   
 
Abbildung 7: Phagemid-Vektorkarte des pT-REx-DEST30-Expressionssystems. Die SFRP3-Vollängen-cDNA wurde 
innerhalb Multi Cloning Site zwischen die Attachment Sites (attR1, attR2) kloniert. Der klonierte pT-REx-DEST30-SFRP3 
Vektor wurde von SourceBioScience (Berlin) erworben. Abbildung verändert nach http://www.imagenes-
bio.de/info/vectors/pT-REx-DEST30_pic.shtml 
 
Der 7,5kb große Vektor enthält den bakteriellen pUC ori sowie den Phagen f1 ori zur 
Vervielfältigung des Plasmides. Weiterhin dienen die Selektionsmarker Ampicillin und 
Neomycin/Kanamycin zur gezielten Selektion von Bakterien- bzw. humanen Zellen. Die 
Volllängen cDNA von SFRP3 oder NDRG2 unterliegt der Kontrolle des konstitutiv aktiven 
Überexpressions-Promotors CMV, welcher mittels zweier Tetracyclin-Operator Bindestellen 
ebenfalls gezielt inaktiviert werden kann (exemplarisch für SFRP3 in Abbildung 7 
dargestellt).  
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3.13. Molekularbiologische Methoden 
 
3.13.1. DNA-Isolation aus kryokonserviertem humanen Lungenfrischgewebe und 
Lungenkarzinomzelllinien 
 
Genomische DNA aus kryokonserviertem humanem Lungenfrischgewebe und den humanen 
Lungenkarzinomzelllinien A549, SK-LU-1, h157, H1299, H2170 wurde mit Hilfe des 
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland) den Herstellervorgaben 
entsprechend extrahiert. Von ausgewählten Gewebeproben wurden anschließend 10x 10µm 
Schnitte angefertigt und in einem Reaktionsgefäß vereinigt. Die Gewebeschnitte wurden in 
180µl ATL-Puffer gelöst, 20µl Proteinase-K-Lösung hinzugegeben und über Nacht bei 56°C 
inkubiert. Die vollständige Lyse erfolgte durch Zugabe von 200µl AL-Puffer (mit 100mg/ml 
RNase A) und zehn minütiger Inkubation bei 70°C. Die DNA Präzipitation wurde durch 
Zugabe von 200µl 100% EtOH sichergestellt und die Gesamtlösung auf eine QIAamp-Säule 
aufgetragen, Zentrifugation erfolgte bei 8000 rpm. Nachdem der Durchfluss verworfen und 
die Säule zweimal mit je 500µl AW1 und AW2 Puffer gewaschen wurde, erfolgte die DNA-
Elution mit zweimal je 26µl ddH2O. Der Extraktion von genomischer DNA aus humanen 
Lungenzelllinien ging das Trypsinieren von ca. 5x10
6
 Zellen voraus. Nachdem die Zellen 
pelletiert und in 200µl PBS homogenisiert wurden, konnte die Zelllyse durch Zugabe von 
20µl Proteinase-K-Lösung und 200µl AL-Puffer sowie zehn minütiger Inkubation bei 56°C 
erfolgen. Die weitere Durchführung entspricht dem Protokoll für DNA-Isolation aus 
Frischgewebe. Die Lagerung isolierter Gesamt-DNA wurde bei -20°C sichergestellt.  
3.13.2. RNA-Isolation aus kryokonserviertem Lungenfrischgewebe und 
Lungenkarzinomzelllinien 
 
Die Isolation von Gesamt-RNA aus kryokonserviertem Frischgewebe und humanen 
Lungenkarzinomzellen wurde mit dem TRIzol®-Reagenz (Invitrogen) gemäß den 
Herstellerrichtlinien durchgeführt. 10x 10µm Gewebeschnitte bzw. ca. 5x10
6
 Zellen wurden 
durch Zugabe von je 1ml TRIzol® und fünf minütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) 
lysiert. Im Anschluss wurde das Lysat mit 200µl Chloroform-Isoamylalkohol (Verhältnis 
24:1) vermischt, invertiert und zwei Minuten inkubiert. Der nachfolgende 
Zentrifugationsschritt bei 8000g bei 4°C diente zur Trennung der roten organischen Phase von 
der klaren, wässrigen RNA-haltigen Phase. Diese RNA-haltige Phase wurde in ein 1,5ml 
Reaktionsgefäß überführt, mit 500µl Isopropanol versetzt, invertiert und zehn Minuten bei RT 
inkubiert. Das Pelletieren der präzipitierten RNA erfolgte durch Zentrifugation bei 12000g 
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und 4°C für 30 Minuten mit einem anschließenden Waschschritt mit 1ml 75% EtOH. 
Abschließend wurde der Überstand verworfen, das RNA-Pellet für 10-15 Minuten 
angetrocknet und in 15µl DEPC-H2O gelöst. Die Lagerung von Gesamt-RNA erfolgte bei -
80°C. 
3.13.3. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Bestimmung von Nukleinsäure-Konzentrationen und deren Reinheitsgrad lässt sich mit 
Hilfe des Spektralphotometers NanoDrop® ND1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA) 
bestimmen. Dieses photometrische Messverfahren beruht auf dem Lambert-Beer´schen 
Gesetzt: 
c = Eλ/ (1 × αλ)  
c: Konzentration [μg/ml]  
Eλ: Extinktion bei der Wellenlänge λ  
1: Weglänge des Lichts im Material [cm]  
α: natürlicher molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge λ [1 x mol-1 x cm-1] 
Die maximale Extinktion von Nukleinsäuren beträgt λ=260nm (Absorption aromatischer 
Ringe der Basen) und das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei λ=280nm 
(Absorption aromatischer Aminosäurereste). Eine Nukleotid-Extinktion von 1.0 bei λ=260nm 
spiegelt eine dsDNA Konzentration von 50µg/ml wider. Der Reinheitsgrad wird dabei durch 
den Quotienten OD260nm/OD280nmausgegeben. Ein Quotient ≤ 1,8 spiegeln Protein- oder 
Phenolverunreinigungen wider während Werte ≥ 2 reiner RNA entsprechen bzw. auf dessen 
Verunreinigung in einer DNA-Probe hinweisen. Eine weitere Messgröße zur Bestimmung der 
Reinheit stellt der Quotient OD260nm/OD230nm dar. Hierbei verdeutlichen Werte ≥ 2 reine DNA 
bzw. RNA, Werte ≤ 2 weisen auf Kontaminationen durch Zucker, organische Lösungsmittel 
(z.B. Phenol) und/oder Salze hin.  
3.13.4. cDNA-Synthese mittels Reverser Transkription 
 
Für die cDNA-Synthese aus mRNA der isolierten Gesamt-RNA des Lungengewebe-
Kollektivs mittels reverser Transkription wurde das Reverse Transcription System der Firma 
Promega (Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben verwendet. Der Synthese lag 
dabei die Denaturierungsreaktion von 1µg RNA in 8,9µl DEPC-H2O für 10 Minuten bei 70°C 
zugrunde. Anschließend erfolgte die Zugabe von 11,1µl des Transkriptase-Mix. Dieser wurde 
aus 4µl MgCl2 (25mM), 2µl 10x Reverse Transkriptase Puffer, 1µl dNTP-Mix (je 10mM), 
40U/µl RNase-Inhibitor, 160 pmol Oligo-dT-Nukleotide, 160pmol Hexamer-Oligonukleotide 
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und 25U/µl AMV-RT zusammengesetzt. Nach 10 minütiger Inkubation bei RT, erfolgte die 
cDNA-Synthese durch die Avian Myeloblastosis Virus (AMV)-Reverse-Transkriptase bei 
45°C für 15 Minuten. Die Inaktivierung der Transkriptase wurde durch 5 Minuten bei 95°C 
sichergestellt. Die Lagerung der hergestellten cDNA erfolgte bei -20°C. Entsprechend der 
eingesetzten mRNA Konzentration von 1µg ergibt sich bei einem PCR-Volumenvon 20 µl 
eine rechnerische cDNA Endkonzentration von ca.50 ng/µl pro Probe.  
3.13.5. Bisulfit-Konvertierung genomischer DNA 
 
Die Bisulfit-Konvertierung genomischer DNA ist eine Voraussetzung zur Bestimmung des 
Methylierungsstatus der DNA z.B. mittels qualitativer methylierungsspezifischer PCR (MSP) 
oder quantitativer Pyrosequenzierung. Methylcytosin lässt sich im Vergleich zu anderen 
DNA-Basen nicht mittels Sanger-Sequenzierung oder herkömmlichen PCR-Methoden 
abbilden. Durch chemische Natriumbisulfit (NaHSO3)-Behandlung unmethylierter, 
einzelständig vorliegender Cytosine erfolgt eine Konvertierung zu Uracil. Dahingegen sind 
methylierte Cytosine resistent gegen die Behandlung mit NaHSO3. Die Bisulfit-Konvertierung 
generiert folglich einen C/T Polymorphismus, dessen Ausmaß quantifiziert werden kann und 
somit im Umkehrschluss den Methylierungsgrad an dieser Position widerspiegelt(Frommer et 
al. 1992). 
Abbildung 8: Bisulfit-Konvertierung genomischer DNA als Grundlage von Methylierungsanalysen. (A) Die Basis zur 
Bestimmung des Methylierungsstatus eines DNA-Abschnittes bildet die chemische Natriumbisulfit-Konvertierung von 
Cytosin zu Uracil. (B) Im Verlauf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgt der Einbau der Base Thymin an Stelle von 
Uracil, weshalb sich in Bisulfit-konvertierter DNA ein C/T Polymorphismus bei initial unmethylierten und einzelständig 
vorliegenden Cytosinen einstellt. Methylierte Cytosine in einer Abfolge von CG-Dinukleotiden sind von einer Umwandlung 
zu Uracil nicht betroffen. Template: Ausgangs-DNA; Bisulfite Converted: Bisulfit-konvertierte DNA; Abbildung verändert 
nach Zymo Research 
Die Bisulfit-Konversion genomischer Gewebe-DNA wurde mittels dem EZ DNA Methylation 
Kit der Firma Zymo Research (Bad Homburg, Deutschland) den Herstellerangabe 
entsprechend durchgeführt. Im ersten Schritt wurden 500ng genomischer DNA in ddH2O 
aufgenommen, sodass ein Gesamtvolumen von 45µl entstand. Dieser Ansatz wurde zusätzlich 
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mit M-Dilution-Puffer versetzt und 15 Minuten bei 37°C inkubiert, wodurch eine alkalische 
DNA-Denaturierung erreicht wurde. Während dieser Inkubationsphase konnte das CT-
Konversionsreagenz (lyophilisiert) durch Zugabe von 750µl ddH2O und 210µl M-Dilution-
Puffer vorbereitet werden. Im Anschluss erfolgte die Sulfonierung der Cytosin C6-Atome im 
sauren Milieu durch Zugabe von 100µl CT-Konversionsreagenz zur DNA-H2O-Lösung und 
entsprechender lichtgeschützter, bei 50°C, max. 16 stündiger Inkubation. Nach 
Probenkühlung von 10 Minuten auf Eis, wurde die DNA durch Zugabe von 400µl M-
Bindungs-Puffer und Auftragung auf Zymo-Spin™ IC-Säulen gebunden. Die Zentrifugation 
erfolgte bei 13.000rpm für 30 Sekunden. Ein nachfolgender Waschschritt beseitigte 
entsprechende Puffer-Rückstände und ermöglicht eine 15 minutige Inkubation mit 200µl M-
Desulfonierungs-Puffer, wobei die alkalische Desulfonierung entstandener Uracilsulfonate 
eintritt. Schlussendlich erfolgten zwei Waschschritte mit 200µl M-Wasch-Puffer, 30 
sekündiger Zentrifugation bei 13.000rpm und abschließender DNA-Elution mit 22µl M-
Elutions-Puffer für 1 Minute bei 8.000rpm. Die Lagerungsbedingungen der konvertierten Bis-
DNA betrug -80°C. Nach erfolgreicher Bisulfit-Konversion der genomischen DNA liegen 
methylierte Cytosine weiterhin als Cytosine und unmethylierte Cytosine als Uracil-Base vor. 
Im Anschluss erfolgende PCR-Reaktionen amplifizieren diese Uracil-Basen als Thymine, 
wodurch mittels spezifischer Oligonukleotiden zwischen methylierten bzw. unmethylierten 
CpG-Dinukleotiden unterschieden werden kann.  
3.13.6. Polymerase Kettenreaktionen (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction - PCR) ist eine 
molekularbiologische Methode zur exponentiellen Vervielfältigung beliebiger DNA-
Abschnitte. Dieser Amplifikation liegt die enzymatische Aktivität der hitzestabilen DNA-
Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (Taq-Polymerase) zugrunde. Hierbei 
werden an ein freies 3´OH-Ende freie Nukleotide (dATP, dTTP, dGTP und dCTP) angefügt. 
Weiterhin binden DNA-Oligonukleotide (Primer) komplementär zu dem entsprechenden 5´ 
bzw. 3´ Ende des zu amplifizierenden DNA-Einzelstranges (Template – ssDNA) (Lottspeich 
&Engels, 2006). Ein allgemeiner PCR-Ansatz lautet wie folgt und kann je nach Anforderung 
modifiziert werden: 
 
Material und Methoden 
 
64 
 
Tabelle 18: Standardansatz einer PCR 
1x PCR-Mastermix Volumen [µl] 
5x PCR-Puffer 5 
MgCl2 [25mM] 1,5 
dNTP-Mix [10mM] 0,5 
Primer [je 10µM] (FW + Rev) 1 
Taq-DNA-Polymerase [5U/µl] 1 
DNA-Template [10-20ng/µl] x 
ad 25µl ddH2O x 
   FW:Forward; Rev:Reverse;  
 
Der PCR-Verlauf besteht aus 30-40 sich wiederholenden Zyklen, die drei charakteristische 
Temperaturstufen durchlaufen: 
DNA-Denaturierung: Bei diesem Schritt (95°C) werden die charakteristischen 
Wasserstoffbrücken der DNA-Basen aufgebrochen, wodurch der DNA-Doppelstrang in seine 
komplementären Einzelstränge getrennt wird. 
Oligonukleotid-Anlagerung: Die Temperaturreduktion auf eine für das Oligonukleotid-Paar 
spezifische Anlagerungstemperatur (TA) erlaubt die komplementäre Anlagerung der 
Oligonukleotidean den jeweiligen gegenläufigen DNA-Einzelstrang. Die optimale 
Anlagerungstemperatur wird ca. 5-10°C unterhalb der Schmelztemperatur der 
Oligonukleotide (TM) gewählt, wobei diese vom GC-Gehalt und der Länger der 
Oligonukleotide abhängt.  
Primer-Verlängerung: Um die enzymatische Aktivität der Taq-Polymerase zu ermöglichen, 
wird eine Temperaturerhöhung auf 72°C empfohlen. In dieser Phase wird die Extension der 
freien 3´-OH Oligonukleotidenden komplementär zum Matrizenstrang erreicht und eine 
synthetische dsDNA gebildet.  
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3.13.6.1. DNA-Sequenzierung nach Sanger 
Dieses analytische Verfahren beruhte auf der Didesoxynukleotid-Kettenabbruchmethode nach 
Sanger, welche eine Abänderung der herkömmlichen PCR-Reaktion darstellt. Hierbei wird 
durch Einbau von fluoreszenzmarkierten 2´-3´-Didesoxynukleotiden (ddNTPs) während der 
Einzelstrangsynthese ein Abbruch der Amplifikation erzielt und somit unterschiedliche lange 
DNA-Fragmente gebildet (Sanger, Nicklen, and Coulson 1977). Eine kapillar-
elektrophoretische Auftrennung der Fragmente und Fluoreszenzmessung mittels eines Lasers 
(Sequencer ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer 2001) ermöglicht die Detektion der 
Basenabfolge der zu untersuchenden DNA-Sequenz. Die Sequenzier-PCR beruhte dabei auf 
dem Big Dye Terminator v1.1 Cycle Kit (Applied Biosystems, CA, USA) und wurde den 
Herstellerangeben entsprechend umgesetzt. Aufgrund der Amplifikation von Einzelstrang-
DNA-Fragmenten während dieser Reaktion wurden zu entsprechenden Vektoren bzw. DNA-
Template komplementäre forward sowie reverse Oligonukleotide separat in getrennten 
Reaktionen eingesetzt. Nachfolgend ist ein typischer PCR-Reaktionsansatz sowie das PCR-
Programm dargestellt: 
Tabelle 19: Standardansatz einer Sanger-Sequenzierung 
1x PCR-Mastermix Volumen [µl] 
5x Terminator Ready Reaction Mix 2 
Reaction Puffer 2 
je 1 Primer [10pmol/µl] 1 
DNA-Plasmid [10ng/µl] 1 
ad 20µl ddH2O 14 
 
Tabelle 20: Temperaturprofil der Sanger-Sequenzierung 
Schritt Temperatur [°C] Dauer  Ansatz 
Initiale Denaturierung 96 5 Min 1x 
Denaturierung 96 15 Sek  
35x Primer-Hybridisierung 55 15 Sek 
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Elongation 60 4 Min 
Terminale Elongation 60 1 Min 1x 
 
Das gebildete Amplifikat muss für die Sequenzierung von nicht eingebauten ddNTPs, 
Primern und Enzym getrennt werden. Zu diesem Zweck wurde der PCR-Ansatz in einem 
1,5ml Reaktionsgefäß mit 80µl HPLC-ddH2O, 10µl 3M Natriumacetat (pH 4,6) und 250µl 
100% EtOH vermischt und über Nacht bei 4°C gefällt. Anschließend erfolgte die Pelletierung 
der DNA für 30 Minuten bei 8000g mit einem nachfolgenden Waschschritt mit 75% EtOH für 
10 Minuten bei 8000g. Das DNA-Pellet wurde in 20µl ddH2O resuspendiert und für die 
Sequenzanalyse eingesetzt.  
 
3.13.6.2. Semiquantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 
Die semiquantitative Echtzeit-PCR (Real-Time) basiert auf dem Prinzip der herkömmlichen 
Polymerase-Kettenreaktion zur Vervielfältigung von Nukleinsäuren, wobei in diesem 
Verfahren eine Quantifizierung der gewonnenen DNA-Menge durch Nutzung spezieller 
Fluochrome ermöglicht wird. Im Zuge dieser Studie wurde ein asymmetrisches Cyanin, das 
Fluochrom SYBR Green I der Firma Bio-Rad Laboratories (München, Deutschland) den 
Herstellervorgaben entsprechend genutzt. Die Fluoreszenz von SYBR Green I wird durch 
Interkalation in die kleine DNA-Furche erreicht, in Lösung liegt keine Fluoreszenz vor. Die 
Absorption dies Komplexes beträgt λ=498nm und emittiert Licht der Wellenlänge λ=522nm. 
Die Quantifizierung der DNA-Produktmenge beruht auf der Messung der 
Fluoreszenzzunahme nach jedem PCR-Amplifikationszyklus. Im Gegensatz zur 
herkömmlichen PCR liegt hier die Vervielfältigung eines DNA-Templates zugrunde. 
Oligonukleotide zur Amplifikation wurden Intron-überspannend gewählt um Kontamination 
und Fehl-Amplifikation von genomischer DNA zu vermeiden. Ein typischer qRT-PCR Ansatz 
und das zugehörige PCR-Programm lautete wie folgt: 
Tabelle 21: Standardansatz einer Real-time PCR 
1x PCR-Mastermix Volumen [µl] 
2x iQ SYBR Green I 10 
Primer [10µM] (FW+Rev) je 0,5 
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cDNA-Template [1ng/µl] 1 
ad 20µl ddH2O 8 
 
Tabelle 22: Temperaturprofil einer Real-time PCR 
Schritt Temp [°C] Zeit Zyklen 
DNA-Denaturierung und Polymerase-Aktivierung 95 5 Min x1 
Denaturierung 95 15 Sek  
x38 Primer-Hybridisierung 60 15 Sek 
Elongation 72 20 Sek 
terminale Elongation 72 1 Min x1 
Schmelzkinetik 55-99 15-20 Min x1 
 
Bei jedem PCR-Lauf wurden Oligonukleotide für den internen endogenen Standard Glycerin-
Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und als Negativkontrolle ein Ansatz mit 
ddH2O mitgeführt. Alle Untersuchungen wurden im Triplikat-Ansatz durchgeführt.  
Schmelzkurvenanalytik 
Das für diese Arbeit verwendet Fluochrom SYBR Green interkaliert in jede dsDNA. Um das 
spezifische gewünschte Produkt darzustellen muss im Anschluss an die Amplifikationsphase 
eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt werden. Hierbei erfolgt eine stufenweise 
Temperaturerhöhung der amplifizierten DNA von 40°C bis auf 90°C  in dessen Folge eine 
Trennung des DNA-Doppelstranges erreicht wird. Das interkalierte Fluochrom wird dabei 
freigelassen und eine abrupte Fluoreszenzabnahme ist zu verzeichnen ist. Eine parallele 
Dokumentation der Temperaturerhöhung und Fluoreszenzintensität ermöglicht eine genaue 
Feststellung des Signalverlustes und dem Produkt entsprechende Schmelzpunkttemperatur 
(TM). Diese ist abhängig von Fragmentlänge und Basenzusammensetzung des spezifischen 
Produktes (GC-AT-Gehalt). Die Schmelzkurven berechnen sich dabei aus der ersten 
Ableitung (dF/dT) der Fluoreszenzintensität (F) in Abhängigkeit zur Temperatur (T). Im 
Rahmen einer vollständigen Etablierung eines Primer-Paares und um die spezifische 
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Schmelzpunkttemperatur einer Produktgröße zuordnen zu können ist eine 
gelelektrophoretische Auftrennung unerlässlich.  
Berechnung relativer Genexpressionen 
Der Berechnung der relativen Genexpression beruht auf der Definition eines Fluoreszenz-
Schwellenwertes, welcher als Cycle-Threshold (CT-Wert) angegeben wird. Dieser Wert 
spiegelt den PCR-Zyklus wider, bei dem durch Amplifikation des PCR-Produktes und 
Interkalation des Fluochroms die Hintergrundfluoreszenz signifikant überschritten wird. Ab 
diesem Zeitpunkt geht die PCR-Reaktion bei optimalen Bedingungen von einer linearen in die 
exponentielle Produktamplifikation über. Je mehr Template-DNA in der einsetzten cDNA 
vorhanden ist, desto früher wird die Hintergrundfluoreszenz überschritten. Bei dieser 
Analysetechnik wird nicht die absolute Produktmenge sondern die logarithmisch lineare 
Reaktionskinetik berechnet. Grundlegend dafür ist die Feststellung der Fluoreszenzdifferenz 
zwischen zwei Messzeitpunkten. Im Verlauf der PCR-Reaktion häufen sich limitierende 
Faktoren wie z.B. abnehmende Enzymaktivität, Nukleotid- und Oligonukleotidmangel 
wodurch die Reaktion in einer terminalen Plateau-Phase gipfelt, in der keine Änderung des 
CT-Wertes mehr auftritt (Lottspeich und Engels, 2006). Zur quantitativen Bestimmung des 
relativen Expressionsniveaus eines Zielgens muss dessen CT-Wert in Bezug zu einem 
Referenzgen gesetzt werden. In dieser Arbeit diente das Haushaltsgen GAPDH als Standard-
Referenzgen.  
Quantifizierung der Genexpression (∆∆CT-Methode) 
Die relative Quantifizierung der Genexpression zwischen Normal- und Tumorgeweben sowie 
in humanen Lungenkarzinomzellliniennach der ∆∆Methode durchgeführt (Fink et al. 1998): 
Normierung auf mittleren CT-Wert (GAPDH): 
  ∆CTProbeNorm = CTProbe - CTGAPDH 
Normierung zw. Normal und Tumor (CT-Differenz): 
  ∆∆CT = ∆CT TumorNORM - ∆CTNormalNORM 
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3.13.6.3. Methylierungsspezifische PCR 
Die methylierungsspezifische PCR (MSP) stellt ein Analyseverfahren zur qualitativen 
Bestimmung des Methylierungsfrequenz eines spezifischen DNA-Abschnittes dar und beruht 
auf der Methode der klassischen PCR. Im Verlauf dieser Arbeit wurde die MSP nach Herman 
et al. umgesetzt (Herman et al., 1996). Zur Analyse des gewünschten DNA-Abschnittes 
wurden zwei unabhängige PCR-Ansätze benötigt, einerseits ein Ansatz welcher spezifisch für 
die unmethylierte DNA-Sequenz (U-Primer) ist und andererseits ein Ansatz für die 
methylierte DNA-Sequenz (M-Primer). Beide Oligonukleotidpaare sollten so gewählt werden, 
dass der gleiche DNA-Abschnitt vervielfältigt und somit zwischen methylierter und 
unmethylierter DNA qualitativ verglichen werden kann. Da die MSP als hot start PCR 
durchgeführt wurde, benötigte es einen für diese Reaktion optimierten PCR-Puffer (Galm and 
Herman 2005). Dieses optimiertes Verfahren ermöglicht es nicht erwünschte PCR-
Amplifikationen während eines initialen Denaturierungsschrittes zur vermeiden. Ein 
entsprechender PCR-Komponenten-Mix (Tabelle 23) und die zu untersuchende DNA wurde 
in ein PCR-Reaktionsgefäß vorgelegt und schließlich mit 2 Tropfen Mineralöl als 
Verdunstungsschutz überdeckt. Im Anschluss an die initialen Denaturierung wurden 1,25 
Einheiten der Taq-Polymerase in 5µl H2O zu jedem PCR-Ansatz hinzugefügt. 
Tabelle 23: Standardansatz einer MSP 
1x MSP-Mastermix Volumen [µl] 
10x MSP-Puffer 2,5 
dNTP [je 25mM] 1,25 
Primer FW (U bzw. M Ansatz) [10mM] 0,5 
Primer Rev (U bzw. M Ansatz) [10mM] 0,5 
bis.-konvertierte DNA [20ng] 1 
ad 20µl ddH2O 14,25 
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Tabelle 24: Temperaturprofil einer MSP 
Schritt Temp [°C] Zeit Zyklen 
1.DNA-Denatierung 95 5 Min 1x 
Zugabe Taq-Polymerase 80 5 Min 1x 
Denaturierung 95 30 Sek  
33x Primer-Hybridisierung 60-62 30 Sek 
Elongation 72 30 sek 
Finale Elongation 72 10 Min 1x 
Kühlung 4 ∞  
 
3.13.7. Agarose-Gelelektrophorese 
 
Dieses analytische Verfahren dient zur Trennung von DNA-Molekülen gemäß deren Größe. 
Dieser Auftrennung zugrunde liegt die negative Nettoladung des DNA-Phosphatrückgrats, 
welches im elektrischen Feld in Richtung der Anode wandert und deren Laufgeschwindigkeit 
durch Korrelation der Agarosematrix-Konzentration zur Amplifikatgröße bestimmt wird 
(Lottspeich &Engels, 2006). Die Auftrennung von DNA-Fragmenten ist abhängig von deren 
Größe und wird in einem 0,5-3%igen Agarosegel bei einer elektrischen Feldstärke von 5V/cm 
erreicht. Während der Probenvorbereitung wurden 10µl des jeweiligen PCR-Ansatzes mit 
glycerinhaltigem Ladepuffer (peqLab GmbH, Erlangen) im Verhältnis 1:6 vermischt. Im 
Weiteren wurde das Agarosegel mit der Probenlösung und einer DNA-Leiter zur 
Fragmentgrößen-Bestimmung beladen. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurde dem 
Agarosegel Ethidiumbromid (EtBr) [0,5µl/ml] zugeführt, welches in die große Furche der 
dsDNA interkaliert und Licht bei einer Wellenlänge von λ=302nm emittiert. Die 
Visualisierung wurde mittels UV-Transilluminator sichergestellt und per CCD-Kamera 
festgehalten.  
3.13.8. DNA-Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung 
 
Das Verfahren der Pyrosequenzierung stellt eine vergleichsweise neue Methode dar, die in 
den 1990er Jahren am Royal Institute of Technology (Stockholm, Schweden) entwickelt 
wurde und im Vergleich zur MSP eine Quantifizierung des Methylierungsstatus genomischer 
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DNA erlaubt. Herkömmliche Sequenzierungen beruhen auf dem Kettenabbruchsverfahren 
nach Sanger (Sanger, Nicklen, and Coulson 1977), welches in der Pyrosequenzierung jedoch 
nicht zum Einsatz kommt. Die Pyrosequenzierung ermöglicht, basierend auf einer 
Sequenzierung durch Synthese, ein alternatives Auflösen von gewünschten DNA-Sequenzen 
(Tost, Dunker, and Gut 2003; Tost and Gut 2007). Die Basis dieses Verfahren bildet die 
Freisetzung anorganischen Pyrophosphats (PPi) während der DNA-Synthese. Freies 
Pyrophosphat wird über eine Enzymkaskade zu ATP und über D-Luciferin zu einer 
Lichtreaktion umgewandelt. Die Messung der entstandenen Biolumineszenz spiegelt somit 
die proportionale Menge während der DNA-Synthese eingelagerter Nukleotide wieder. Für 
die Pyrosequenzierung notwendige Enzyme sind: DNA-Taq-Polymerase, ATP-Sulfurylase, 
Luciferase und Apyrase. Substrate, welche während der Enzymkatalytischen Reaktion 
umgesetzt werden lauten: Adenosinphosphosulfat (APS) und Luciferin. Der Start dieser 
Kaskade wird durch Injektion des ersten Desoxyribonukleotidphosphates (dNTP) und dessen 
Einbau in den DNA-Synthesestrang durch die DNA-Taq-Polymerase erreicht. Während dieser 
Synthese-Reaktion akkumuliert sich eine äquimolare Menge an freiem PPi, welches mit APS 
durch das Enzym ATP-Sulfurylase zu ATP und HSO4
-
 umgesetzt wird. Im terminalen Schritt 
katalysiert das Luciferase Enzym die Umsetzung von Luciferin mit ATP als Energieträger, 
wobei Biolumineszenz als Nebenprodukt entsteht. Die Quantifizierung dieser Lichtreaktion 
stellt die proportionale Menge an synthetisiertem ATP dar und wird im Pyrogramm anhand 
der Peak-Höhe wiedergegeben. Die Abfolge des gleichen Nukleotids in der DNA-Sequenz 
führt dabei zur Verstärkung der Signalstärke und entspricht einer rechnerischen Verdopplung 
der Peak-Höhe. Während der Synthesereaktion werden nicht-komplementäre und in Folge 
nicht inkorporierte Nukleotide sowie überschüssiges ATP durch das Apyrase-Enzym 
abgebaut. Die Sequenz des zu analysierenden DNA-Abschnittes  ist bekannt, sodass die 
Abfolge der Nukleotid-Injektion in einer sog. dispensation order im Sequenzierprogramm 
hinterlegt wird. Im Verlauf der Pyrosequenzierung kann durch injiziertes dATP falsch-
positive Signale durch Kreuzreaktion mit Luciferin entstehen. Um diesen Umstand zu 
minimieren wurde für die Reaktion das Basenanalogon Desoxyadenosin-α-thio-phosphat 
(αATPαS) eingesetzt, welches effizient durch die Taq-Polymerase in den DNA-Strang 
eingebaut wird jedoch zu keiner Reaktion mit Luciferin führt.  
3.13.8.1. Quantitative Analyse der DNA-Methylierung durch Pyrosequenzierung 
Die Pyrosequenzierung bietet im Vergleich zu anderen Methylierungsanalytiken, wie z.B. der 
qualitativen MSP, den Vorteil der Quantifikation des Methylierungsgrad eines DNA-
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Sequenzabschnittes mit distinkten CpG-Dinukleotiden. Somit ist eine detaillierte Gen-
Promotoranalyse möglich, wobei insbesondere geeignete CpG-Dinukleotide mit Biomarker-
Potential identifiziert und diagnostisch relevante Cut-Off-Level (Schwellenwerte) definiert 
werden können. Der Hintergrund dieser Methode bildet die Anwendung von Bisulfit-
konvertierter DNA während der Pyrosequenzierungsreaktion(Tost, Dunker, and Gut 2003; 
Tost and Gut 2007), wobei in einer PyroPräPCR Thymin-Basen an die Stellen von 
transvertiertem Uracil eingelagert werden. Die alternierenden DNA-Sequenzen beruhen auf 
unterschiedlichen Methylierungsanteilen von Cytosinen und können mittels 
Pyrosequenzierung bestimmt werden. Der genaue prozentuale Anteil von methylierten und 
unmethylierten Cytosinen wird durch die Injektionsabfolge von dCTP und direkt 
nachfolgendem dTTP festgestellt. Ein Lichtsignal nach dCTP-Zugabe deutet auf eine 
ursprüngliche methylierte Cytosin-Base hin, wobei die Detektion der Biolumineszenz nach 
dTTP auf ein ursprünglich unmethyliertes Cytosin hinweist. Das Verhältnis beider Peaks 
spiegelt den Grad der Methylierung wieder.  
3.13.8.2. Prä-PCR für die Pyrosequenzierung 
Diese Amplifikations-PCR wurde mit einem speziellen Prä-PCR Kit der Firma Qiagen und 
Oligonukleotiden welche am sense oderanti-sense Oligonukleotid 5´-biotinyliert vorlagen, 
den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Nachfolgend ist der jeweilige Prä-PCR 
Ansatz sowie das Prä-PCR Programm dargestellt: 
Tabelle 25: Standardansatz einer Prä-PCR für Pyrosequenzierung 
1x Prä-PCR Mastermix Volumen [µl] 
5x Prä-PCR Mix 12,5 
Primer FW+Rev [je 10µM] je 0,5 
CoralLoad Konzentrat 2,5 
Bisulfit-konvertierte Template-DNA [1ng/µl] 1 
ad 25µl ddH2O 8 
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Tabelle 26: Temperaturprofil einer Prä-PCR für Pyrosequenzierung 
Schritt Temperatur [°C] Dauer Anzahl 
DNA-Denaturierung und Polymerase-Aktivierung 95 5 Min 1x 
Denaturierung 95 30 Sek  
44x Primer-Hybridisierung 56 30 Sek 
Elongation 72 30 Sek 
Finale Elongation 72 5 Min 1x 
 
Die Effizienz und Spezifität der Prä-PCR wurden mittels elektrophoretischer Auftrennung 
kontrolliert.  
3.13.8.3. DNA-Einzelstrangsynthese und Pyrosequenzierung 
Die quantitative Methylierungsuntersuchung wurde mittels dem PyroMark ID Q96-Gerät, der 
zugehörigenVacuum Prep Tool-Station und dem PyroMark Gold Kit (alle Komponenten der 
Firma Qiagen) den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Zur Vorbereitung wurden 
alle Puffer und Lösungen auf RT temperiert und 20µl der Prä-PCR zusammen mit 20µl 
Pyrophosphat-freiem Chromatographiewasser LiChrosolv
®
 (Merck, Darmstadt) auf eine PSQ-
96 Mikrotiterplatte (Qiagen) aufgetragen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 5µl 
Streptavidin-Sepharose Kügelchen (GE-Healthcare, München) sowie 35µl PyroMark Binding 
Puffer (Qiagen). Eine fünfminütige Inkubation ermöglichte die effektive Bindung der 5´-
biotinylierten DNA an die Sepharose Kugeln und im Anschluss erfolgte die Trennung von 
restlichen Bestandteilen des Prä-PCR-Ansatzes. Mit Hilfe der Vacuum Prep Tool-Station 
konnte ein Filterträger in jeden Ansatz der PSQ-96 Platte getaucht werden um den DNA-
Sepharose-Kugelkomplex an die einzelnen Filterköpfe zu saugen. Nach Bindung des 
Komplexes wurden die Filterköpfe für 10 Sekunden einer spezifischen Lösungsreihenfolge 
zugeführt: 180ml 70%igen EtOH Lösung zur Beseitigung restlicher PCR-Komponenten, 
180ml einer alkalischen 0,2M NaOH-Lösung zur Denaturierung des DNA-Doppelstranges 
und abschließend 180ml Waschpuffer (Qiagen) um nicht gebundene DNA-Stränge zu 
entfernen. Der letzte Schritt zur Probenvorbereitung beinhaltet die Zugabe von 40µl 
PyroMark Annealing-Puffer (Qiagen) in eine PSQ-96 Sequenzierplatte und die Überführung 
der gebundenen DNA-Einzelstränge durch Abschalten des Vakuums. Dieser Ansatz dient zur 
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Probenvorbereitung für die nachfolgende Sequenzierreaktion. Aus diesem Grund wurden dem 
PyroMark Annealing-Puffer bereits im Vorfeld 20nM der jeweiligen Sequenzier-
Oligonukleotide zugegeben. Die vollständige PSQ-96 Platte wurde für  zwei Minuten bei  
80°C inkubiert, um eine Primer-Hybridisierung an die Ziel-Einzelstrang-DNA zu 
gewährleisten. Nach Abkühlung erfolgte die im Sequenziergerät beschriebene 
Enzymreaktion. Eine dem System zugehörige Patrone (Cartrige) wurde mit entsprechender 
Menge an dNTP, Enzymgemisch und Substrat beladen und dem System zugeführt. Die 
Auswertung sowie der Durchlauf des Sequenzier-Programms wurden mit der Software Pyro 
Q-CpG
TM
 durchgeführt.  
3.14. Proteinchemische und Immunologische Methoden 
 
3.14.1. Hämatoxylin-Eosin Färbung von Frischgewebeschnitten 
 
Die Hämatoxilyn-Eosin Färbung diente der Unterscheidung der Gewebemorphologie 
zwischen Lungentumorgeweben und Normalgeweben. Zudem ermöglicht diese Färbemethode 
die mikroskopische Feststellung desTumorzellanteils.Zunächst wurden von entsprechenden 
kryokonservierten Frischgewebeproben 4µl dicke Schnitte angefertigt und für eine Minute in 
Hämalaun (nach Mayer) getaucht. Hämalaun dient als Färbereagenz für basophile Strukturen, 
insbesondere dem Zellkern mit enthaltener DNA und dem rauen endoplasmatischen 
Retikulum (rER). Ein nachfolgender Waschritt in vollentsalztem (VE)-H2O entfernt 
Hämatoxilyn-Reste und ermöglicht die anschließende Eosin-Karbonat-Färbung für 30 
Sekunden. Mittels Eosin lassen sich insbesondere basische Strukturen wie z.B. 
Zytosolproteine, Mitochondrien und Kollagen anfärben. Zur Lagerung der angefertigten und 
gefärbten Schnitte wurden diese zunächst in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. 
Dies beinhaltet die jeweils 1minütige Inkubation in 75% EtOH gefolgt von 95% EtOH, 100% 
EtOH und abschließender Xylol-Lösung. Das Eindeckeln der Gewebeschnitte erfolgte in 
Vitroclud
® 
(Langenbrinck, Emmendingen).  
3.14.2. Immunhistochemie (IHC) an Paraffineingebetteten Lungengewebe 
 
Die in dieser Studie durchgeführte immunhistochemische Färbung (IHC) wurde mit Hilfe des 
DAKO K5001 Kits (DAKO, Glostrup, Dänemark) den Herstellerangaben entsprechend 
umgesetzt. Mit Hilfe der IHC ist die subzelluläre Visualisierung der SFRP3-Proteinexpression 
in FFPE-Gewebeschnitten der Lunge möglich. Das genutzte Gewebekollektiv beinhaltete 27 
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Normalgewebe, 14 Adenokarzinome und 10 Plattenepithelkarzinome der Lunge, sowie einer 
Knochenmetastase. 
Im Vorfeld der immunhistochemischen Anfärbung ist die Entparaffinierung des FFPE-
Materials notwendig. Dies wird durch eine 30 minütige Inkubation der Objektträger bei 60°C 
erreicht, wodurch sich das Paraffin verflüssigt und von den Gewebeschnitten abtropft. Die 
nachfolgende Rehydrierung der Gewebe erfolgte mittels einer absteigenden Alkoholreihe 
(Tabelle 27). 
Tabelle 27: Abfolge einer absteigenden Alkoholreihe für IHC 
Lösung Zeit 
100% Xylol 3x 10 Min 
100% EtOH 2x 5 Min 
96% EtOH 2x 5Min 
70% EtOH 1x 2 Min 
VE-H2O 1x 1 Min 
 
Nach Rehydrierung des Gewebes ist eine Demaskierung der Antigen-Epitope zur effektiven 
Antikörperbindung notwendig.Hierfür wurden die Objektträger in einer Küvette mit 
Citratpuffer (0,1M C6H8O7Na3; pH 6), durch 3x 5minütige Mikrowellen-Behandlung bei ca. 
180 Watt behandelt. Den Abschluss der Vorbehandlung bildete die ca. 20-30 minütige 
Abkühlung der Objektträger auf RT. Anschließend wurden diese in Chamber-Slides 
eingespannt und mit VE-H2O sowie nachfolgendem DAKO-Waschpuffer gewaschen. Die 
Behandlung mit 100µl Peroxidase-Blockierungslösung (DAKO 2023) führt zur Hemmung 
endogener Peroxidasen, die sich im FFPE-Gewebe befindet. Ein Waschschritt mit DAKO-
Waschpuffer diente zur Beseitungung der Peroxidase-Blockierungslösung. Die nachfolgend 
genutzte Primär-Antikörperverdünnung für SFRP3 betrug 1:75. Nach Inkubation mit dem 
Primär-Antikörper für eine Stunde bei RT wurde erneut mit DAKO-Waschpuffer gewaschen. 
Der gebundene SFRP3-Antikörper konnte mit Hilfe eines sekundären biotinylierten 
Antikörpers (Biotinylierte Ziege-Ani-Kaninchen-Immunglobuline; DAKO 1:1000) detektiert 
werden. Im Anschluss erfolgte ein Waschschritt mit DAKO-Waschpuffer und die Behandlung 
mit 100µl Peroxidase (HRP)-konjugierte Streptavidin-Lösung für 10 Minuten. Streptavidin 
bindet an den Biotinrest des Sekundärantikörpers. Währenddessen wurde das Substrat-
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Chromogen-DAB (Diaminobenzidin, DAKO) im Verhältnis 1:50 vermischt und nach Ablauf 
der Inkubationszeit jeweils 100µl des DAB-Mixes (Gemisches) für 5 Minuten auf die 
Objektträger aufgetragen. Die katalytische Wirkung der HRP oxidiert das Chromogen DAB 
in ein braunes Endprodukt, welches die Lokalisation des Primärantikörpers im Gewebe 
verdeutlicht. Die nachfolgende 5 minütige Inkubation in Hämalaun-Lösung (nach Mayer) und 
10 minütiges Bläuen in handwarmem Leitungswasser diente der Gegenfärbung von 
Zellkernen. Abschließend wurden die gefärbten Gewebeproben in einer absteigenden 
Alkoholreihe dehydriert und in Vitroclud
®
 eingedeckelt. 
Tabelle 28: Abfolge einer aufsteigenden Alkoholreihe für IHC 
Lösung Inkubationszeit 
VE-H2O 1x 1 Min 
70% EtOH 1x 1 Min 
96% EtOH 1x 1 Min 
100% EtOH 1x 1 Min 
100% Xylol   2x 5 Min 
 
3.14.3. Immunfluoreszenzfärbung von Lungenkarzinomzellen 
 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Immunfluoreszenzfärbungen dienten einerseits dem 
Nachweis und der Lokalisation von ektopisch-exprimierten SFRP3 in der Zelllinie A549 
andererseits der Untersuchung des Aktinzytoskeletts in SFRP3- bzw. Leervektor-Klonen der 
Zelllinie A549. Die Aktinzytoskelett-Organisation von SFRP3-transfizierten Zellen wurde mit 
Hilfe eines primären Phalloidin-Antikörpers und dessen Bindung eines Alexa-488 
gekoppelten Sekundärantikörpers untersucht. Hierfür wurden zunächst Glas-Coverslips 
(Durchmesser 12mm) mit einer Reinigungslösung (100% EtOH, 37% HCl im Verhältnis 6:4) 
gereinigt und im Anschluss in eine 24-Well-Kulturplatte überführt. Die Besiedelung der Glas-
Coverslips erfolgte mit 3x10
4 
Zellen im Brutschrank bei 37°C über Nacht. Nach Inkubation 
wurde das Medium entfernt und die adhärenten Zellen mittel 4% Paraformaldehyd (PFA) 
sowie einem 0,5% Triton-X 100 Zytoskelett-Puffers für 15 Minuten bei RT fixiert. Zwei 
vorsichtige Waschschritte mit PBS-Puffer entfernten PFA/Zytoskelett-Puffer-Reste wonach 
eine weitere PFA-Fixierung für 10 Minuten durchgeführt wurde. Der Nachweis des 
Aktinzytoskelettes erfolgte mit Hilfe eines Phalloidin-Antikörpers, welcher in 5% 
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Milchpulver-PBS gelöst und für 30 Minuten mit den Zellen inkubiert wurde. Nach zwei 
weiteren Waschschritten mit PBS-Puffer wurde der Alexa-488-gekoppelte 
Sekundärantikörper für 30 Minuten zugegeben wonach wiederum ein Waschschritt folgte. 
Abschließend erfolgte die ein-minütige Zellkernfärbung mittels DAPI gelöst in PBS-Puffer 
(Verdünnung 1:1000) und das Eindeckeln der Proben mit Prolong (Molecular Probes). Die 
Auswertung wurde an einem Axiovert 200 Mikroskop (Zeiss, Jena) mit einem Plan-
Apochromat 100x/1,40 Öl-Immersionsobjektiv in Verbindung mit einem 2,5x Optovar-
Okular durchgeführt.  
Der Nachweis ektopisch-exprimierten SFRP3 in A549-Leer- und SFRP3-Klonen erfolgte mit 
Hilfe des Abcam Protokolls „Double immunofluorescence-simultaneous 
protocol“(http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols/double%20immunofluorescence%20-
simultaneous%20protocol.pdf) und wurde nach dessen Angaben durchgeführt. Dazu wurden 
1x10
4
 Zellen in drei Wells einer schwarzen Glas-96-Well-Kulturplatte mit jeweils 100µl 
Medium/G418 ausgesät und nach 24 stündiger Inkubation bei 37°C mit 100µl 4% PFA für 15 
Minuten bei RT fixiert. Zwei nachfolgende Waschschritte mit eiskaltem PBS-Puffer 
entfernten alle PFA-Reste. Die Zellmembran wurde durch 10 minütige Behandlung mit 100µl 
0,25% Triton X-100 in PBS-Puffer permeabilisiert. Erneutes dreimaliges Waschen mit PBS 
für 5 Minuten entfernte Triton X-100 Rückstände. Damit ein spezifischer Proteinnachweis 
erzielt werden konnte, mussten unspezifische Bindestellen durch eine 1% BSA-PBST-Lösung 
(0,1% Tween-20) für 30 Minuten gesättigt werden. Im Anschluss erfolgte der SFRP3-
Nachweis durch Zugabe eines polyklonalen SFRP3-Antikörpers (Verdünnung 1:125; 
ProteinTech, Rosemont IL, USA) für 30 Minuten in einer Antikörper Verdünnungslösung 
(DAKO). Antikörper- und Pufferrückstände wurden wiederum durch dreimaliges Waschen 
mit PBS für 5 Minuten entfernt. Der spezifische Proteinnachweis beruht auf einer zwei-
stufigen Reaktion wonach Immunglobuline des Primärantikörpers durch einen spezifischen 
Sekundärantikörper gebunden werden. Aus diesem Grund war eine einstündige Inkubation 
der Zellen mit einem Alexa488-gekoppelten Anti-Kaninchen-Antikörper (Verdünnung 1:500; 
Thermo Scientific, Waltham, USA) in 1% BSA-PBST (0,1% Tween-20) notwendig, gefolgt 
von drei Waschschritten mit PBS-Puffer. Schlussendlich erfolgte eine Gegenfärbung mit 
DAPI (1:1000 in PBS-Puffer) für 1 Minute. Nach Entfernung des Überstandes und der 
Zugabe von 50µl PBS-Puffer wurde die Fluoreszenz der Zellen mit Hilfe eines Olympus 
CKX41 Mikroskops mit einer XM10 monochromen Kamera (Olympus, Tokyo, Japan) bei 
einer Belichtungszeit von einer Sekunde und einer Vergrößerung x100 dokumentiert.  
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3.14.4. Herstellung von Gesamt-Proteinlysaten aus Lungenkarzinomzelllinien 
 
Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Lungenkarzinomzellen wurden 2x10
5
 Zellen 
trypsiniert, in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß pelletiert und mit PBS gewaschen. Alle 
nachfolgenden Schritte erfolgten zügig und auf Eis um fortschreitenden Proteinabbau zu 
reduzieren. Das Zellpellet wurde mit 250 µl  RIPA-Lysepuffer (4°C) versetzt und mittels 
Vortex homogenisiert. Um eine vollständige Zelllyse zu gewährleisten wurde die Zelllösung 3 
x 15 Sekunden (35% Intensität, je 9 Zyklen) sonifiziert. Die Trennung der Proteinlösung von 
darin enthaltenen Zelltresten wurde mit einem Zentrifugationsschritt von 16000 g bei 4°C für 
20 Minuten durchgeführt und im Anschluss der Überstand vorsichtig in ein neues 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Die Lagerung der Gesamt-Proteinlysate erfolgte bei -80°C.  
3.14.5. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 
 
Im Gegensatz zur Immunhistochemie (IHC) lassen sich mit Hilfe der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) Proteine nach ihrer Größe auftrennen und 
ebenfalls Mengenunterschiede in verschiedenen Proben ermitteln. Die in dieser Arbeit 
verwendete diskontinuierliche Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli beruht auf 
Acrylamid- bzw. Bisacrylamid-Gelen, die aus einem Sammelgel (4%; pH 6,8) und einem 
Trenngel (4-12%; pH 8,8) bestehen(Laemmli 1970). Eine weitere zusätzliche Komponente, 
welche den Gelen zugesetzt wird, ist SDS (Natriumdodecylsulfat). SDS dient als anionisches 
Salz und überdeckt die Eigenladung von Proteinen, wodurch sich diese gerichtet in einem 
elektrischen Feld auftrennen lassen. SDS bindet somit in einem Verhältnis von 1,4g SDS pro 
Gramm Protein und verursacht eine konstant negative Ladungsverteilung. Sammel- und 
Trenngel üben unterschiedliche Funktionen aus. Während im großporigen Sammelgel 
Proteine vorsortiert und am Ende des Gels konzentriert werden, dient das kleinporige 
Trenngel aufgrund seines Gradienten der Trennung von Proteinen entsprechend ihrer Größe. 
Die Proteinauftrennung ist weiterhin von deren Ladung (molekularen Masse) und der 
Feldstärke abhängig. Die in dieser Studie durchgeführte SDS-Page wurde mit dem NuPAGE 
System (Invitrogen, Karlsruhe) und den 4-12% Bis-Tris-Glycin-Gradientengele (Invitrogen, 
Karlsruhe) umgesetzt. Der Auftrennungsbereich dieser Gele beträgt 15kDa bis 150kDa. Zur 
Probenvorbereitung wurde jeweils 30µg des Gesamt-Proteinlysats in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt, mit 5% Dithiothreitol (DTT) und 4x NuPAGE
®
 LDS Sample 
Puffer (invitrogen, Karlsruhe) (Verhältnis RIPA Puffer zu NuPAGE Puffer 4:1) versetzt. Das 
Detergenz DTT reduziert deren Disulfidbrücken zwischen Aminosäureresten und vermindert 
somit die Proteinfaltung, wodurch die Tertiärstruktur der Proteine aufgelöst wird. Zusätzlich 
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zur DTT Behandlung dient ein Aufkochen der Proteinlösung bei 96°C für 10 Minuten der 
Denaturierung spezifischer Proteinstrukturen und einer bestmöglichen Auftrennung während 
der Elektrophorese. Die Probenlagerung zwischen einzelnen Schritten erfolgte immer auf Eis. 
Nach Denaturierung wurden die Proben in die jeweiligen Geltaschen geladen und als 
Längenstandard diente der Proteinmarker Prestained Protein Ladder (BioRAD, München) 
mit dem Auftrennungsbereich von 10-250kDa. Die Elektrophorese erfolgte bei 80V solange 
die Proben das Sammelgel durchliefen und wurde auf 120V erhöht sobald die Proben in das 
Trenngel eintraten. Hierfür wurde das XCell SureLockTM Mini-Cell System (Invitrogen, 
Karlsruhe) genutzt.  
3.14.6. Western Blot und Immundetektion 
 
Die SDS-Page stellt den ersten Schritt zur immunologischen Charakterisierung aufgetrennter 
Proteine dar. Um  Proteine zu identifizieren ist eine Antigen-Antikörperreaktion 
(Immunodetektion) in Folge eines Western Blot-Verfahrens notwendig. Bei dieser Methode 
wird ein elektrisches Feld senkrecht zum Polyacrylamidgel angelegt und die darin getrennten 
Proteine laufen entlang des gerichteten Feldes auf eine Nitrozellulosemembran. Hydrophobe 
Wechselwirkungen auf der Membranoberfläche binden die Proteine, sodass das 
Auftrennungsmuster aus dem Polyacrylamidgel identisch auf die Membran übertragen wird. 
Die genutzte Nitrozellulosemembran (0,2µm; Whatman, Dassel) wurde luftblasenfrei auf das 
Polyacrylamidgel gelegt und mit Whatman-Filterpapier sowie Kunststoffschwämmen in einer 
Kassette eingespannt. Im Anschluss erfolgte der Proteintransfer indem die Kassette in eine 
entsprechende Blot-Vorrichtung (BioRAD) eingespannt und mit 500ml Transferpuffer befüllt 
wurde. Der Proteintransfer wurde für eine Stunde bei 4°C und 100V konstanter 
Stromspannung durchgeführt.  
3.14.7. Immunodetektion 
 
Nach erfolgreichem Proteintransfer muss die Membran von Methanolresten des 
Transferpuffers durch 5 minütiges Waschen in 1x TBS/0,1%Tween-20 Puffer (TBST) befreit 
werden. Tween-20 ist ein nicht-ionisches Tensid, was die Waschschritte während der 
Immundetektion unterstützt und Fehlbindung der Antikörper reduzieren kann. Im Anschluss 
folgt das Blockieren der Membran für eine Stunde in TBST mit 5% Magermilchpulver bei 
RT. Das Magermilchpulver blockiert die freie Oberfläche der Membransowie freie 
unspezifische Epitope, wodurch diese abgesättigt werden und eine Kreuzreaktion mit Primär- 
bzw. Sekundärantikörpern reduziert wird. Nachfolgend wurde die Membran mit der 
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Primärantikörperlösung (1:xxx in 5% Milchpulver-TBST) bei 4°C über Nacht inkubiert. Um 
mögliche Kreuzreaktionen mit nicht-gebundenem primären Antikörper zu minimieren, folgten 
drei 10 minütige Waschschritte mit TBST. Entsprechend des Immunglobulins des 
Primärantikörpers wurde nachfolgend eine Inkubation des HRP-gekoppelten 
Sekundärantikörpers für eine Stunde bei RT durchgeführt. Der Peroxidase-gekoppelte 
Antikörper ermöglich eine Visualisierung der Proteinbanden mittels einer Chemilumineszenz-
Reaktion. Die folgenden drei 10 minütigen Waschschritte entfernen wiederum unspezifische 
Antikörperbindungen. Die Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem ECL Western 
BlottingSubstrate (Pierce, Rockford) und wurde den Herstellerangaben entsprechend 
durchgeführt. Das in dieser Lösung enthaltene Luminol wird durch die an den 
Sekundärantikörper gekoppelte HRP oxidiert, wodurch Licht freigesetzt wird. Ein aufgelegter 
Röntgenfilm wird entsprechend der Proteinbanden belichtet und ermöglicht somit die 
Proteindetektion.  
3.15. Zellbiologische Methoden 
 
Alle in dieser Studie durchgeführten zellbiologischen Methoden beruhen auf Arbeiten unter 
sterilen Bedingungen (Reinraum-Werkbank mit vertikaler Strömung) zur Vermeidung von 
Kontaminationen während des Arbeitens mit humanen Lungenzellen. Sofern nicht anders 
erwähnt erfolgte die Kultivierung  humaner Lungenkarzinomzelllinien in 25 cm
2
 bzw. 75 
cm
2
Zellkulturgefäßen bei 37°C, 5% CO2-Sättigung und 95% Luftfeuchtigkeit. Die 
entsprechenden Kultivierungsmedien und deren Zusätze sind in Kapitel 3.8.1 aufgeführt.  
3.15.1. Stickstoff-Kryo-Asservierung von humanen Lungenkarzinomzelllinien 
 
Vor Kryokonservierung humaner Lungenkarzinomzelllinien wurden die Zellen mit 10ml 
sterilem PBS gewaschen, mit 3ml Trypsin-Lösung von der Oberfläche der 
Gewebekulturflasche gelöst und für 5 Minuten bei 1200 rpm pelletiert. Nach Pelletierung 
erfolgte die Zugabe von 4°C kaltem Einfriermedium, welches aus 80% (v/v) 
Zellkulturmedium, 10% (v/v) steriles FKS und 10% (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) besteht. 
DMSO dient während des Einfriervorgangs als Gefrierschutzmittel indem es in die 
Zellmembran einlagert und während des Frierens die Bildung von Eiskristallen verhindert. 
Von der Zellsuspension wurden abschließend je 1ml in ein Kryoröhrchen (ca. 2x10
5
 Zellen) 
pipettiert und über Nacht im Einfrierbehälter (Mr. Frosty, Thermo Scientific) bei -80°C 
tiefgefroren. Der Mr. Frosty ist mit Isopropanol gefüllt, welches eine optimale Abkühlung 
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von -1°C/Minute ermöglicht. Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgte in flüssigem Stickstoff 
bei -196°C.  
3.15.2. Kultivierung humaner Lungenkarzinomzelllinien 
 
Um die Langzeit-gelagerten Zellen in Kultur zur nehmen, wurden diese zügig angetaut und in 
eine 75 cm
2
 Gewebekulturflasche mit vorgelegtem frischen Kulturmedium gegeben. Im 
Anschluss an eine 24 stündige Inkubation der Zellen und deren Adhäsion an die 
Gewebekulturflasche erfolgte ein Mediumwechsel um Reste des zelltoxischen DMSO zu 
beseitigen. Alle verwendeten Zellkulturmedien enthielten den pH-Indikator Phenolrot. Dieser 
ermöglicht eine Kontrolle der Kulturbedingungen aufgrund eines Farbumschlags von Rot zu 
Gelb, was auf eine Ansäuerung des Mediums oder eine mögliche Kontamination hinweist. 
Die Ansäuerung des Medium kann dabei von ausgeschiedenen zelltoxischen 
Stoffwechselprodukten hervorgerufen werden. Deshalb wurde ein regelmäßiger 
Mediumwechsel alle 2 bis 3 Tage durchgeführt. Weiterhin wird somit dem sättigenden 
Nährstoffverbrauch durch Zellen vorgebeugt. Bei einer Zellkonfluenz von 70-90% wurden die 
Zellen passagiert, d.h. verbrauchtes Medium abgesaugt, mit 10ml sterilem PBS gewaschen 
und 3ml Trypsin-EDTA-Lösung zugegeben. Die fünf minütige Inkubation bei 37°C 
ermöglichte das Ablösen der Zellen von der Oberfläche der Gewebekulturflasche. Das in der 
Trypsin-EDTA-Lösung enthaltene EDTA wirkt hierbei als Komplexbilder von Ca
2+
 und 
Mg
2+
-Ionen, welche als Ko-Faktoren bei der Zelladhäsion mitspielen. Trypsin ist eine 
Protease und degradiert wichtige Oberflächenproteine wie z.B. Cadherine und Integrine. Als 
Folge des Zusammenspiels dieser Komponenten kommt es zum Verlust des 
Oberflächenkontaktes der Zellen zum Gefäßuntergrund. Nach Inkubation der Zellen im 
Wärmeschrank erfolgte die mikroskopische Kontrolle des Ablösens der Zellen. Die 
nachfolgende Zugabe von 7ml frischem, FKS-haltigem Medium unterbindet die 
Proteaseaktivität und verdünnt das zelltoxische EDTA. Die Pelletierung dieser Suspension 
erfolgte für fünf Minuten bei 1200 rpm, wonach das Pellet erneut in 10ml frischem 
Kulturmedium resuspendiert und 1:20 dieser Lösung in eine frische 75 cm
2
 
Gewebekulturflasche mit 10ml Medium gegeben wurde.  
3.15.3. In vitro DNA-Demethylierung 
 
Die Methode der in vitro Demethylierung kann genutzt werden um einen möglichen Einfluss 
der DNA-Methylierung und Histonacetylierung auf z.B. die Genexpression zu untersuchen. 
Epigentisch inaktivierte Gene werden nach Behandlung mit demethylierenden Agenzien 
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reexprimiert. Im Verlauf dieser Studie wurden die Lungenkarzinomzelllinien (A549, SK-LU-
1, H157) durch Behandlung mit 5´-Aza-2´Desoxycytidin (DAC) und Trichostatin A (TSA) 
demethyliert und im Nachfolgenden der SFRP3- sowie NDRG2-Methylierungsgrad sowohl 
vor als auch nach Behandlung bestimmt. Das Aza-Nukleosid-Derivat DAC fungiert als 
Analogon zu Cytidin und wird während der Replikationsphase proliferationsaktiver Zellen in 
die genomische DNA eingebaut. Ein für die Inhibition der de novo Methylierung wichtiger 
Effekt von DAC beruht auf einer defizienten Methylierung des C5-Atoms. Somit kommt es in 
Folge der DNA-Replikation zu einer globalen Demethylierung der genomischen DNA. Eine 
weitere Funktion von DAC betrifft die kovalente und irreversible Bindung an DNA-
Methyltransferasen (DNMT) was zudem die Aufrechterhaltung des Methylierungsmusters 
während der Replikation unterbindet (Constantinides, Jones, and Gevers 1977; P. A. Jones 
and Taylor 1980; Santi, Norment, and Garrett 1984). Neben der DNA-Methylierung spielt die 
Heterochromatisierung der DNA ebenfalls eine Rolle am epigentischen Silencing von Genen. 
Beide Prozesse greifen ineinander über und fungieren in einem synergistischen Netzwerk. Im 
Gegensatz zu DAC wirkt Trichostatin A (TSA) auf die Verpackungsebene der DNA. TSA 
blockiert Klasse I- und II-Histon-Deacetylasen (HDAC) was dazu führt, dass die 
Hypoacetylierung von Histonen blockiert wird und somit eine zunehmende Histon-DNA-
Bindung vermieden wird (Vanhaecke et al. 2004).  
Im Vorfeld der in vitro Demethylierungsexperimente wurden entsprechende humane 
Lungenkarzinom Zellen mit einer Zellzahl von 3x10
4
 Zellen im Dreifachansatz in einer 6-
Well-Kulturschale mit 2ml Kulturmedium kultiviert.Nach 24 stündiger Inkubation der Zellen 
wurden diese mit PBS-Puffer gewaschen und das entsprechende Demethylierungsmedium 
zugegeben. Der Demethylierungsansatz enthielt dazu Medium mit 1µM DAC, welches nach 
jeweiliger 24stündiger Inkubation erneuert wurde. Nach der 72 stündigen Behandlung mit 
DAC wurde dem Ansatz zusätzlich TSA in einer Endkonzentration von 300 nM appliziert. 
Neben dieser Kombinationsbehandlung war eine Einzelbehandlung der Zellen mit beiden 
Substanzen notwendig um deren unabhängige Wirkung zu analysieren. Im Anschluss an eine 
abschließende Inkubation der Zellen für weitere 24 Stunden wurden diese geerntet und 
jeweils RNA (TRIzol®) sowie genomische DNA (QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen) extrahiert.  
3.15.4. Herstellung von genetisch-veränderten Lungenkarzinomzellen 
 
3.15.4.1. Transiente Transfektion humaner Lungenkarzinomzellen 
Die transiente Transfektion dient der Charakterisierung der biologischen Funktion des 
putativen Tumorsuppressors SFRP3 sowie NDRG2 in der Entstehung des humanen 
Material und Methoden 
 
83 
 
Lungenkarzinoms. Dazu wurde das SFRP3 und NDRG2 Gen mit Hilfe des Plasmids pT-Rex-
DEST30 ektopisch exprimiert. Die durchgeführte Transfektion beruht auf der Methode der 
Liposomen vermittelten Transfektion durch Nutzung des Transfektionsreagenzes FuGeneHD 
(Promega, Mannheim) und wurde den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Hierzu 
wird sich die Eigenschafft zu Nutze gemacht, dass negativ geladene DNA-Moleküle mit der 
positiven Oberfläche der Liposomen interagieren. Dieser DNA-Liposomen-Komplex 
vermittelt anschließend die Aufnahme der DNA-Moleküle durch Verschmelzen mit der 
Zellmembran und Freilassen der DNA in das Zytoplasma der Zelle (Lottspeich & Engels, 
2006). Im Vorfeld der Transfektion wurden 3x10
5
 Zellen in einer 6-Well-Kulturplatte 
ausgesät und bis zu einer Konfluenz von ca. 60-70% kultiviert. Im Anschluss wurde das 
Medium entfernt und die Zellen mit 2ml PBS-Puffer gewaschen um FKS-Reste zu entfernen. 
Die Transfektion erfolgte durch Zugabe von 2ml L-Glutamin/Penecillin-Streptomycin-freien-
Medium und des Transfektionsansatzes, welcher aus 2µg Plasmid-DNA, 6µl FuGeneHD und 
ddH2O (100µl Endvolumen) bestand. Der Transfektionsansatz wurde vor Zugabe für 15 min 
bei RT inkubiert um eine effiziente Komplexbildung der DNA-Liposomen zu gewährleisten. 
Serumfreies-Medium war notwendig um eine Störung während der Ausbildung des DNA-
Liposomen-Komplexes zu verhindern. Im Anschluss wurden die Zellen für 72h inkubiert und 
abschließend für funktionelle in vitro Experimente genutzt.  
3.15.4.2. Stabile Transfektion der Lungenzelllinien A549 und H157 
Im Verlauf dieser Studie wurde eine Charakterisierung der biologischen Funktion von SFRP3 
für die Entstehung und Progression humaner Lungenkarzinome angestrebt. Zur Überprüfung 
einer möglichen tumorsuppressiven Funktionsweise von SFRP3 im humanen 
Lungenkarzinom ist ein angemessenes Tumormodell unerlässlich, wobei Zelllinien eine leicht 
verfügbare Quelle von Tumorzellen darstellen (Neve et al. 2006). Im Gegensatz zur 
transienten Transfektion gewährleistet ein stabiles Tumormodell eine minimale Abweichung 
des genetischen Hintergrundesaufgrund der Analyse von Einzelzellkonen. Somit sind 
reproduzierbare funktionelle Analysen und Rückschlüsse auf die Wirkungsweise des 
exprimierten Gens möglich.Zur Evaluierung von SFRP3 als mögliches zentrales 
Tumorsuppressorgen im NSCLC  wurden die Lungenkarzinomzelllinien A549 und H157 mit 
einem SFRP3-Volllängen-cDNA enthaltenem Plasmid (pT-Rex-DEST30-SFRP3) und dem 
entsprechenden Leervektor (Kontrollzellen) stabil transfiziert.  
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3.15.4.3. G418 Konzentrationsbestimmung 
Die Selektion von eukaryotische Zellen, die nach Transfektion den entsprechenden Vektor 
aufgenommen hatten, erfolgte in dieser Studie mittels Geneticin (G418). Dazu musste im 
Vorfeld die G418-Konzentration ermittelt werden, bei der Wildtypzellen der Zelllinien A549 
und H157 am Wachstum gehindert werden. Um die letale G418-Konzentration zu ermitteln 
wurden zunächst 1x10
5
 Zellen in einer 6-Well-Kulturplatte ausgesät und in 2ml Medium mit 
den entsprechenden G418-Konzentrationen (Tabelle 29) inkubiert. Ein Mediumwechsel 
wurde in regelmäßigen Abständen alle 2 bis 3 Tage durchgeführt, ebenso erfolgte zu diesem 
Zeitpunkt die erneute Zugabe des Antibiotikums. Nach 10tägiger Inkubation erfolgte die 
Bestimmung der letalen Dosis, wobei die niedrigste Konzentration gewählt wurde bei der 
innerhalb der Inkubationszeit alle Zellen abgestorben waren.  
Tabelle 29: Verwendete G418-Konzentrationen zur G418-Schwellenwertbestimmung 
Well G418 Konzentration [ng/µl] 
A1 1000 
B1 750 
C1 500 
A2 250 
B2 100 
C2 Kontrolle ohne G418 
 
3.15.4.4. Lipofektion 
Die Transfektion der humanen Lungenkarzinomzelllinien A549 und H157 mit dem SFRP3-
Vektorkonstrukt bzw. Leervektor erfolgte mit dem Transfektionsreagenz FuGeneHD 
(Promega, Mannheim) entsprechend den Herstellerangaben. Die Zusammensetzung des 
Transfektionsansatzes entspricht dem Ansatz der transienten Transfektion (Kapitel 3.15.4.1).  
3.15.4.5. Selektion von Einzelzellen 
Nach erfolgter 72stündiger Inkubation des Zell-Transfektionsansatzes in 6-Well-Kulturplatten 
wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und trypsiniert. Im 
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Anschluss daran erfolgte eine Verdünnungsreihe (Schema siehe Tabelle 30) in geeigneten 
Petrischalen (Durchmesser 10cm). Die ausplattierten Zellen wurden zunächst für 24h bei 
37°C inkubiert und nach Adhäsion mit G418 appliziert (Endkonzentration 1000ng/µl).  
Die theoretische Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen stabilen Integration der transfizierten 
DNA in eine Zelle beträgt 10
-4
 (Mülhardt, 2003). Aus diesem Grund muss sichergestellt 
werden, dass keine untransfizierten Zellen isoliert und nachfolgend kultiviert werden. Deshalb 
diente eine 10cm Petrischale mit WT A549 bzw. H157 Zellen als Kontrolle. Das in dieser 
Petrischale zugefügte G418 führt zum Absterben der WT Zellen. Zu diesem Zeitpunkt konnte 
davon ausgegangen werden, dass möglicherweise untransfizierte Zellen in den 
Transfektionsansätzen ebenfalls abgestorben sind, sodass abschließend positive 
Einzelzellklone selektiert und ausgewählt werden konnten.  
Tabelle 30: Verwendetes Verdünnungsmuster zur Einzelzellklon-Selektion 
Verdünnung 1:5 1:10 1:25 1:50 1:75 1:100 1:150 
Medium [ml] 8 9 9,6 9,8 9,85 9,9 9,925 
Zellsuspenion [ml] 2 1 0,4 0,2 0,15 0,1 0,075 
 
3.15.4.6. Isolation und Aufzucht einzelner Klone 
Die Isolation selektierter und isoliert-wachsender Zellklone erfolgte mit Hilfe steriler, 
eingefetteter Klonierungsringe, welche eine gezielte Trypsinierung und Überführung in 96-
Well-Kulturplatten ermöglichten. Zu Beginn wurde den Zellen in 96- bzw. 24-Well-
Kulturplatten eine Mischung aus frischem Medium und konditioniertem Medium im 
Verhältnis 1:1 zugegeben. Konditioniertes Medium enthält sekretierte Wachstumsfaktoren, 
die die transfizierten Zellen zum Wachstum anregen. Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 
ca. 80-90% erreichten wurden diese in das nächst größere Kulturgefäß überführt (24-Well-, 6-
Well-Kulturplatte, T25 Gewebekulturflasche) und abschließend in T75-Gewebekulturflaschen 
kultiviert. Die ektopische SFRP3-Expression der aufgezogenen Klone wurde nachfolgend auf 
DNA-, RNA- und Protein-Ebene analysiert.  
3.15.5. RNA-Interferenz 
 
Der Prozess der RNA-Interferenz (RNAi) wurde erstmalig 1998 in Caenorhabditis elegans 
entdeckt und beruht auf der Stilllegung von Genen nach Injektion komplementärer, 
doppelsträngiger RNA (dsRNA) (Fire et al. 1998). RNA-Interferenz kann zudem in den 
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meisten Eukaryoten beobachtet werden (Cerutti and Casas-Mollano 2006) und spielt eine 
maßgebliche Rolle bei der Abwehr viraler RNA sowie Regulation der Genexpression. Die in 
dieser Studie durchgeführte RNA-Interferenz basiert auf small interfering RNA (siRNA) mit 
komplementären Sequenzen zum Zielgen NDRG2. siRNAs sind 19 bis 23 Basenpaare kurze, 
doppelsträngige RNAs mit jeweils 3´-überstehenden Nukleotiden, welche aus der Prozession 
doppelsträngiger Nukleotidsequenzen durch das RNase III-Enzym Dicer resultieren. Die 
Einbindung der siRNAs in den RISC- (engl. RNA-induced silencing complex) Komplex 
vermittelt die sequenzspezifische Stilllegung komplementärer mRNAs.  
Die transiente Transfektion der Wildtyp-A549-Zellen wurde in einem Zweifachansatz mit 
jeweils 6x10
5
 Zellen in einer 6-Well-Kulturplatte unter Standardbedingungen durchgeführt. 
Der Transfektionsansatz (jeweils 100µl) bestand aus je 600 ng der NDRG2-spezifischen 
siRNA (Qiagen, Hilden), 10 µl HiPerfect Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden) sowie 80 µl 
Zellmedium (serumfrei) mit abschließender 15minütiger Inkubation bei RT. Der induzierte 
NDRG2-knockdown sollte durch Einsatz der siRNA4, siRNA6 und deren Kombination 
sichergestellt werden. Zusätzlich kam eine kommerzielle siRNA-Negativkontrolle (Qiagen, 
Hilden), welche keine Sequenzhomologie zum humanen Genom aufwies, zum Einsatz. Nach 
Inkubation des Transfektionsreagenzes wurde dieser tropfenweise unter leichtem Schwenken 
der Kulturplatte auf die entsprechenden Zellen gegeben. Die Transfektion wurde jeweils nach 
48h wiederholt. Hierfür wurden die A549-Zellen mit PBS von Mediumrückständen befreit, 
trypsiniert und wiederum mit einer Zellzahl von 6x10
5
 für den erneuten Transfektionsansatz 
ausgesät. Die Probenentnahme zur RNA-Isolation sowie Herstellung von Proteinlysaten nach 
48h, 96h, 144h und 196h diente der Analyse der NDRG2-Expression zum jeweiligen 
Zeitpunkt.  
3.16. Funktionelle in vitro Experimente 
 
3.16.1. Zellzahlbestimmung 
 
Im Vorfeld funktioneller in vitro Experimente muss die genaue Zellzahl einer Zellsuspension 
bestimmt werden um eine definierte Zahl an Zellen für die jeweiligen Versuchsansätze bereit 
zu stellen. Die Zellzahlbestimmung wurde mit dem CASY
®
 Cell Counter and Analyser (OLS 
OMNI Life Science, Bremen) durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen trypsiniert, in 
Kulturmedium resuspendiert und 100µl dieser Zelllösung in 9,9ml isotonischen 
Elektrolytlösung (Casyton) aufgenommen. Das CASY-System beruht dabei auf dem Prinzip 
der Impedanzmessung. Hierzu wird über zwei Elektroden eine Spannung an eine 
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Messkapillare gelegt, durch diese eine Zellsuspension hindurch gesaugt wird. Während des 
Durchlaufens der Kapillare erzeugen die Zellen einen elektrischen Impuls, welcher 
quantifiziert wird. Neben der Bestimmung der Zellzahl ermittelt dieses System ebenfalls die 
Zellgröße durch Verknüpfung der Widerstandsmessung mit der Pulsflächenanalyse. Die 
Größenverteilung der Zellen in der zu analysierenden Lösung wird im Anschluss in einem 
Diagramm dargestellt, was die Möglichkeit einräumt, nicht erwünschte Zählereignisse (tote 
Zellen, Zelltrümmer, etc.) auszuschließen.  
3.16.2. Zellproliferationsanalysen 
 
3.16.2.1. XTT-Proliferationstest 
Die Untersuchung der Zellproliferation von transient sowie stabil transfizierten humanen 
Lungenkarzinomzellen wurde in dieser Studie mit dem XTT-Zellproliferations-Kitt II (Roche, 
Basel) den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Dieser Assay beruht auf dem 
indirekten Nachweis der Zellproliferation durch die Stoffwechselaktivität der mitochondrialen 
Dehydrogenasen. Der Umsatz des Tetrazoliumsalzes XTT in das wasserlösliche orange 
Formazan wird somit nur in lebenden und stoffwechsel-aktiven Zellen durchgeführt. 
Formazan absorbiert Licht mit einer Wellenlänge zwischen λ=492nm und λ= 690nm. Im 
Verlauf der Reduktion kann somit die Menge des gebildeten Formazan quantifiziert werden, 
welches proportional zur Zellzahl ist. Die Absorptionsmessung erfolgte mit Hilfe des 
Absorptions-Readers Infinitive 500 (Tecan). Die zu analysierenden Zellen wurden jeweils mit 
einer Zellzahl von 1.000 Zellen in einem sechsfachen Ansatz in 96-Well-Kulturplatten mit 
100µl Kulturmedium/G418 ausgesät. Die Proliferationsmessung erfolgte über vier Tage, 
wobei aller 24h das XTT-Reagenz appliziert wurde. Hierzu wurde das verbrauchte Medium 
abgenommen, 100µl frisches Medium und 50µl der aktiven XTT-Lösung zugegeben. Die 
aktive XTT-Lösung besteht aus dem XTT-Reagenz und Elektronenkopplungsreagenz (N-
Methylphenazonium Methylsulfat, PMS) im Mischungsverhältnis 1:50. Die Inkubation der 
Zellen mit der aktiven XTT-Lösung erfolgte für 4h bei 37°C im Brutschrank, wonach eine 
Quantifizierung der Proben sowie zweier Leerwerte durchgeführt wurde.  
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3.16.2.2. Zellproliferationsbestimmung mittels CASY 
Eine weitere Methode der Zellproliferationsbestimmung beruht auf der Impedanz-Messung 
mittels CASY
®
 Cell Counter and Analyser (OLS OMNI Life Science, Bremen). Im Gegensatz 
zur XTT-Messung ist hierbei eine genaue Quantifizierung der Zellzahl durch Messung des 
durch Zellen verursachten Impulses möglich.  
Im Vorfeld der Proliferationsbestimmung wurden 2x10
4
 Zellen in einem Triplikat-Ansatz in 
6-Well-Kulturplatten mit 2ml Medium/G418 ausgesät. Die Messung erfolgte über vier Tage, 
wobei die Zellen alle 24h trypsiniert und 100µl der Zellsuspension in 9,9ml Casyton 
zugegeben wurde. Abschließend wurden die hergestellten Zell-Casyton-Lösungen dem Cell 
Counter zugeführt und die Zellzahl quantifiziert.  
3.16.3. Wundheilungstest (Scratch-Assay) 
 
In dieser Studie wurde die Migrationsfähigkeit stabil transfizierter H157 und A549 Klone mit 
Hilfe eines Wundheilungstests untersucht. Der Wundheilungstest (scratch assay) beruht auf 
dem Migrationsverhalten von Zellen ausgehend von einer besiedelten Oberfläche ein 
zellfreies Areal zu erschließen. Die Bereitstellung der besiedelten bzw. freien Oberfläche 
wurde durch Nutzung von Culture Inserts der Firma Ibidi (Planegg/Martinsried) erreicht. 
Hierzu wurden diese Einsätze auf die Oberfläche von 6-Well-Kulturplatten gedrückt, in beide 
Kammern 3x10
4
 Zellen ausgesät und mit 80µl Medium/G418 bedeckt. Im Anschluss erfolgte 
eine 24stündige Inkubation bei 37°C, wodurch die Zellen am Boden der 6-Well-Platte 
adhärieren. Folgend konnte das Insert vorsichtig abgezogen werden, wodurch zwischen den 
besiedelten Flächen eine 500µm breite, zellfreie Fläche verblieb. Das Migrationsverhalten der 
Zellen wurde alle 6 Stunden mit einem Axiovert TV100 (Zeiss) Mikroskop mit einer 
hochauflösenden ColoVision III CCD-Kamera dokumentiert. Der gewählte Ausschnitt wurde 
markiert und bezüglich der Vergleichbarkeit zu jedem Messzeitpunkt mit einer 10-fachen 
Vergrößerung erneut fotografiert. Die Quantifizierung der zellfreien Fläche, um  im 
Umkehrschluss Rückschlüsse auf das migratorische Verhalten der Zellen treffen zu können, 
erfolgte mittels der Software ImageJ (National Institute of Health, USA). Hierzu wurden die 
ermittelten Flächen auf den jeweiligen Messwert zum Zeitpunkt 0h normalisiert. Der Scratch-
Assay wurde bis zur vollständigen Besiedlung des zellfreien Areals durch einen Zellansatz 
dokumentiert (max. 96 Stunden).  
3.16.4. Koloniebildungsanalyse (Colony Formation Assay) 
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Mit Hilfe des Koloniebildungstests (Colony Formation Assay - CFA) wird der Fokus auf die 
Fähigkeit gelegt, im Laufe der Zeit aus einer Einzelzelle eine vollständige Zellkolonie zu 
bilden. Zusätzlich spielen Nebeneffekte wie z.B. das Proliferationsvermögen, Zelladhäsion, 
Migrationsvermögen etc. eine wichtige Rolle. Die in dieser Arbeit genutzten 
Lungenkarzinomzelllinien wurden in einer Verdünnung von 1000 Zellen pro 6-Well-
Kulturplatte ausgesät und mit 2ml Kulturmedium bedeckt. Während einer Inkubationszeit von 
10 Tagen bei 37°C im Brutschrank erfolgte alle 2 bis 3 Tage eine Erneuerung des G418-
Kulturmediums. Der Zeitpunkt zur Beendigung der Inkubationszeit wurde zudem 
lichtmikroskopisch kontrolliert. Nach 10 Tagen wurden die Zellkolonien mit einer 0,5%igen 
Kristallviolett-Lösung fixiert und gefärbt. Einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei RT folgte 
dreimaliges Waschen mit ddH2O wodurch Farbstoffreste und gelöste Zellteile entfernt 
wurden. Im Anschluss wurden die Kulturplatte getrocknet und die Färbung dokumentiert. Die 
densitometrische Auswertung erfolgte mittels der Software ImageJ (National Institute of 
Health, USA) und ermöglichte Koloniebildungsunterschiede zwischen SFRP3- und 
Leervektor-Klonen zu quantifizieren.  
3.16.5. Bestimmung der Zelladhäsion 
 
Die Zelladhäsion der stabil-transfizierten SFRP3- bzw. Leervektor-Klone wurde mit 
Matrigel
TM
 Basement Membrane Mix der Firma BD Bioscience durchgeführt. Das 
Matrigel
TM
ging dabei aus dem Engelbrecht-Holm-Swarm (EHS) Sarkom der Maus hervor 
und zeichnet sich durch einen hohen Anteil an Matrixproteinen wie Collagen IV und Laminin, 
welche die natürliche Basalmembran widerspiegeln, aus. Zusätzlich enthält diese Lösung 
wichtige Wachstumsfaktoren, u.a. TGF-ß, die die Zellproliferation und Zelladhäsion fördern. 
Mit diesem System wird eine nahezu identische in vivo Umgebung einer extrazellulären 
Matrix innerhalb eines in vitro-basierten Modells ermöglicht. Im Vorfeld des Adhäsionstests 
wurden 6-Well-Kulturplatten mit Matrigel
TM
 (10µg/µl) beschichtet und 2 Stunden bei RT 
inkubiert. Überschüssiges Medium wurde entfernt und die Zellen mit einer Zellzahl von 
2,5x10
5
 pro 6-Well in 2ml serumfreiem Medium ausgesät. Die anschließende Inkubation 
erfolgte für 20 Minuten bei 37°C, wobei lichtmikroskopisch kontrolliert wurde, dass keine 
vollständige Adhäsion aller Zellen an derMatrigel
TM
-Oberfläche vorlag. Der Inkubationszeit 
folgte das Absaugen und mehrfaches vorsichtiges Waschen mit Medium zur Entfernung von 
nicht-adhärenten Zellen. Im Anschluss wurden die adhärenten Zellen durch 70% Ethanol für 
10 Minuten bei RT fixiert und nachfolgend mit einer 0,1% Kristallviolett-lösung gefärbt. Die 
Entfernung überschüssiger Färbelösung erfolgte durch dreimaliges Waschen mit 2ml ddH2O 
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nach Ablauf einer 20 minütigen Inkubationszeit der Kristallviolett-Lösung. Die 
Quantifikation der adhärenten Zellen wurde indirekt durch die Menge an eingelagertem 
Farbstoff erzielt. Dazu wurde der Kristallviolett-Farbstoff mit Hilfe einer 0,02% Triton-X - 
Isopropanol-Lösung gelöst, 200µl des Überstandes in einer Dreifach-Bestimmung in eine 96-
Well-Kulturplatte überführt und mittels ELISA-Reader (Tecan) bei einer Wellenlänge von 
λ=590nm quantifiziert.  
3.16.6. Bestimmung der Zellapoptose 
 
Die Zellviabilität zeichnet sich durch ein stetiges Wechselspiel zwischen Zellproliferation und 
Zellapoptose aus. Um sicher zu gehen, dass mögliche gemessene Zellproliferationseffekte 
nicht auf eine gesteigerte bzw. verminderte Zellapoptoserate zurückzuführen ist, wurde in 
dieser Studie die Zellapoptose mit Hilfe des ApoONE
®
 Homogeneous Caspase-3/7 Assay 
(Promega, Mannheim) bestimmt. Die Zellapoptose wird maßgeblich durch die Aktivierung 
von Caspasen gesteuert, weshalb in diesem Test die Aktivität der Effektorcaspasen 3 und 7 
durch Umsatz des fluoreszenzmarkierten Substrates Z-DEVD-R110 quantifiziert wird. Das 
dabei freigesetzte Fluoreszenzsignal ist proportional zur Menge aktiver Caspasen. Zu Beginn 
der Analysen wurden 2x10
4
 Zellen der jeweiligen SFRP3- bzw. Leervektor-Klone pro Well 
einer 96-Well-Kulturplatte in einer sechsfach Bestimmung ausgesät und für 24h bei 37°C 
inkubiert. Im Anschluss an diese Inkubationszeit wurden jeweils drei Wells pro Ansatz 
Staurosporin (Endkonzentration 1µM) appliziert und alle Ansätze  für weitere 24h bei 37°C 
inkubiert. Staurosporin induziert die Induktion der Apoptose in vitro über Caspase 3 indem es 
als ATP-Kinase-Inhibitor fungiert und somit die Stoffwechselaktivität der Zellen maßgeblich 
beeinflusst. Nachfolgend wurde jeder Ansatz mit 50µl Caspase-Substrat und ApoONE® 
Homogeneous Caspase-3/7 Puffer in einem Verhältnis von 1:100 versetzt und für weitere 4h 
lichtgeschützt bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der 4stündigen Inkubationszeit erfolgte die 
Überführung der Medium-Überstände in eine schwarze 96-Well-Kulturplatte. Die 
Quantifizierung erfolgte mittels einem ELISA-Reader (Tecan) bei einer Wellenlänge von 499 
nm (Anregung) und 521nm (Emission), wobei die Grundfluoreszenz des Kulturmediums in 
einem zellfreien Ansatz ebenfalls bestimmt wurde.  
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3.17. Statistische Methoden 
 
Die statistischen Auswertungen dieser Studie beruhen auf der Statistik-SoftwareSPPS Version 
22 (SPSS, Chicago, IL, USA) sowie GraphPad Prism5 (CA, USA) und waren zweiseitig 
angelegt. Eine statistisch signifikante Fehlerwahrscheinlichkeit wurde mit einem P-Wert ≤ 
0,05 festgelegt. Differenzielle Vergleiche von Effektorgrößen zwischen unabhängigen 
Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (Mann & Whitney, 1947). Der Vergleich von 
drei oder mehr unabhängiger Stichproben wurde mit Hilfe des Kruskal-Wallis Post-Test 
(zweiseitiger, nicht-parametrischer Dunn´s-multipler-Vergleichstest) durchgeführt. Die 
bivariate Korrelationsanalyse von Zusammenhängen zwischen molekularen und kliniko-
pathologischen Faktoren beruhte auf Untersuchungen mittels Kreuztabellen unter Nutzung 
des Fisher´s Exakt-Test (Fischer, 1922) und dem Chi-Quadrat-Test (Chernoff & Lehmann, 
1954). Die Angabe des Korrelationskoeffizienten erfolgte nach Pearson oder Spearman. Die 
univariaten Überlebensstatistiken erfolgten anhand Kaplan-Meier Analysen (Kaplan & Meier, 
1958) und basierten auf kliniko-patholigischen und molekularen Parametern, wobei deren 
statistische Signifikanz mittels eines Log-Rank-Tests berechnet wurde. 
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4. Ergebnisse 
 
Wie in Kapitel 1.2. dargelegt, tragen Lungenkarzinome häufig eine Reihe genetischer 
Aberrationen die sowohl ursächlich wie auch förderlich für die Progression eines Tumors 
sind. Maßgeblich betroffen sind dabei Komponenten des EGFR- sowie des WNT-
Signalweges. Aufgrund fehlender Früherkennungsmaßnahmen werden Lungenkarzinome 
häufig zufällig oder spät in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, was für den 
Patienten oft mit einem ungünstigen klinischen Verlauf assoziiert ist.  
Die Grundlagenforschung zur Charakterisierung des molekularbiologischen Hintergrundes 
und das Verständnis wichtiger aberranter Signalwege im Lungenkarzinom bilden die 
Grundlage um entsprechende und geeignete Therapieoptionen zur Verbesserung der 
Patientenprognose zu entwickeln. Dem WNT-Signalweg konnte eine tragende Rolle in der 
Entwicklung und Progression von Tumoren beigemessen werden. Jedoch ist dessen 
Funktionsweise sowie Auswirkungen von genetischen Veränderungen innerhalb dieses 
Signalweges auf die Entstehung von NSCLC noch nicht vollständig verstanden. Aus diesem 
Grund liegt der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der Analyse möglicher Veränderungen 
innerhalb des WNT-Signalweges im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom.  
4.1. Differenzielle Genexpressionsprofile wichtiger WNT-Signalweg-komponenten in 
NSCLC-Subtypen 
 
Unabhängige Studien konnten bereits eine, bedingt durch genetische und epigenetische 
Veränderungen, erhöhte Expression der extrazellulären WNT-Liganden und die damit 
verbundene gesteigerte Aktivität des WNT-Signalweges im NSCLC aufzeigen (C. L. Huang 
et al. 2008; E. H. L. Lee et al. 2008; Stewart 2014). Jedoch ist bisher keine systematische 
Vergleichsstudie bekannt, die das Expressionsmuster essentieller WNT-Komponenten 
innerhalb der NSCLC-Subtypen untersucht. Aus diesem Grund wurde zu Beginn der Studie 
das Genexpressionsprofil von 33 WNT-Signalwegkomponenten auf Basis des Cancer 
Genome Atlas (TGCA) in 976 NSCLC Patienten untersucht (Abb. 9A und Tab. 31). Im Fokus 
lagen dabei die Frizzled-Rezeptoren (FZD1-10), die WNT-Antagonisten der SFRP-Familie 
(SFRP1-5) sowie die extrazellulären WNT-Liganden (WNT1-11, WNT16). Die NSCLC-
Patientenproben bestanden aus 481 Adenokarzinom- und 495 Plattenepithelkarzinomen. Eine 
hierarchische Clusteranalyse basierend auf dem beschriebenen Datensatz wurde mit Hilfe der 
Manhattan-Metrik (Aggarwal et al. 1999) und Ward-Methode (Ward 1963) durchgeführt, 
dabei verdeutlicht jede vertikale Linie eine Patientenprobe und jede horizontale Reihe das 
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relative Expressionsprofil eines WNT-Signalwegmoleküls. Eine hohe Expression des Gens 
wurde in rot, eine niedrige in blau dargestellt (Abb. 9A).  
Die Clusteranalyse zeigte, basierend auf dem distinkten Expressionsprofil der einzelnen 
WNT-Signalwegkomponenten (Abb. 9A, schwarze Umrandung), eine stringente 
Stratifizierung der NSCLC-Patienten in Adenokarzinom- (hellgrau, LUAD) und 
Plattenepithelkarzinomen (dunkelgrau, LUSC). Basierend auf den Studien von Yuzugullu et 
al. 2009 und Pourreyron et al. 2012 wurden die WNT-Signalwegmoleküle in nicht-kanonische 
und kanonische Komponenten klassifiziert. Basierend auf der Clusteranalyse wurde deutlich, 
dass Moleküle des nicht-kanonischen WNT-Signalwegs wie z.B. WNT2B, WNT5A, WNT5B 
und WNT7B sowie die WNT-Antagonisten SFRP1 und SFRP2, und Rezeptoren FZD6 und 
FZD7 eine hohe mRNA Expression vornehmlich in Proben von Plattenepithel-
karzinompatienten aufwiesen. Im Gegensatz dazu war die mRNA Expression von z.B. SFRP3 
und SFRP4, FZD4, FZD5, FZD8 und zentrale Moleküle des kanonischen WNT-Signalwegs 
wie WNT1, WNT2, WNT3, WNT9B, vorzugsweise in Adenokarzinomen höher. Exemplarische 
Box-Plot-Analysen der zwei extrazellulären WNT-Liganden WNT5A und WNT7B sowie der 
WNT-Antagonisten SFRP1 und SFRP2 verdeutlichten eine signifikant höhere Expression in 
LUSC-Patientenproben, wohingegen die Moleküle WNT1 und WNT2 sowie SFRP3 und 
SFRP4 vermehrt in LUAD-Patientenproben exprimiert werden (Abb. 9B und C). Zudem 
zeigten Box-Plot-Analysen zentraler Zielgene des kanonischen WNT-Signalweges (CCND1, 
MET, Axin2) sowie des Schaltermoleküls ß-Catenin (CTNNB1) ein signifikant höheres 
Expressionsniveau in LUAD-Patientenproben (Abb. 10). Im Gegensatz zu den distinkten 
Expressionsmustern der WNT-Liganden und SFRP-Molekülen unterliegt die Expression der 
Frizzled-Rezeptorgene keinem Subtyp-spezifischen Clustering (Anhang Tab. 32).  
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Abbildung 9: Subtyp-spezifisches Genexpressionsprofil zentraler WNT-Signalwegskomponenten. (A) Die hierarchische 
Clusteranalyse basierend auf dem TCGA Lungenkarzinom Datensatz verdeutlicht ein Subtyp-spezifisches 
Genexpressionsmuster von WNT-Signalwegmolekülen im NSCLC. Während kanonische WNT-Liganden vornehmlich im 
Adenokarzinom der Lunge (LUAD) exprimiert werden, zeigen nicht-kanonische WNTs ein überwiegend hohes 
Expressionsniveau in Plattenepithelkarzinomproben (LUSC). Rote Linien weisen auf eine hohe Expression und blaue Linien 
auf ein niedriges Expressionsniveau hin. Vertikale Linien verdeutlichen eine einzelne Patientenprobe, horizontale Zeilen 
zeigen das Genexpressionsprofil einer WNT-Komponente. (B und C) Verdeutlicht wird dies durch exemplarische Box-Plot-
Analysen von je zwei WNT-Liganden und zwei WNT-Antagonisten der SFRP-Familie, wobei die nicht-kanonischen 
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WNT5A/7B sowie die phylogenetisch näher verwandten SFRP1/2 vorzugsweise in LUSC exprimiert werden. Die 
kanonischen WNT1/2 sowie SFRP3/4 weisen ein hohes Expressionslevel in LUAD-Proben auf.  ***P≤0,001; horizontale 
Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. 
Unterstützt durch TH. 
 
 
Abbildung 10: Subtyp-spezifisches Genexpressionsprofil zentraler WNT-Zielgene.  Box Plot Analysen kanonischer 
WNT-Zielgene (CCND1, MET, Axin2) sowie des  zentralen Regulators ß-Catenin (CTNNB1) auf Basis desTCGA 
Lungenkarzinom Datensatzes verdeutlichen ein Subtyp-spezifisches Genexpressionsmuster der Zielgene sowie CTNNB1mit 
einem erhöhten Expressionsniveau in Adenokarzinomproben (LUAD). ***P≤0,001; horizontale Linie: Median; vertikale 
Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test 
 
Tabelle 31: Relative mRNA Expression exemplarischer WNT-Signalwegkomponenten vergleichend zwischen 
NSCLC-Subtypen auf Basis des TCGA Datensatzes 
Kategorisierung 
LUAD Patientena LUSC Patientena 
  
(n=481) (n=495) 
 
    
 
Gene rel. mRNA Expression (Median) rel.mRNA Expression (Median) P Wertb 
    
kanonische WNTsa 
   
WNT1 2,525 1,388 <0.0001 
WNT2 140,712 113,972 <0.0001 
WNT2B 13,491 83,440 <0.0001 
WNT3 50,219 30,898 <0.0001 
WNT8A 0 0 0.3723 
WNT8B 1,749 1,089 <0.0001 
WNT10A 54,471 67,900 0.0005 
WNT10B 11,372 22,676 <0.0001 
nicht-kanonische WNTs 
  
  
 
 
 
WNT4 72,612 126,546 <0.0001 
WNT5A 489,899 1575,358 <0.0001 
WNT5B 161,680 238,123 <0.0001 
WNT6 2,363 3,624 <0.0001 
WNT7A  7,767 20,078 <0.0001 
WNT7B 660,424 1535,289 <0.0001 
WNT11 24,065 52,441 <0.0001 
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WNT-Antagonisten 
  
  
 
 
 
sFRP1 34,338 89,467 <0.0001 
sFRP2 1880,884 2919,377 <0.0001 
sFRP3/FrzB 272,111 120,947 <0.0001 
sFRP4 946,097 575,792 <0.0001 
sFRP5 6,772 8,386 0.2171 
WNT-Zielgene    
CCND1 5551,875 3584,348 <0.0001 
MET 3663,895 2414,465 <0.0001 
Axin2 323,453 187,701 <0.0001 
ß-Catenin 10452,72 8314,701 <0.0001 
aNur Patienten mit einem primären, nicht invasiven NSCLC wurden eingeschlossen.  bMann-Whitney Test (2-seitig), exakte Signifikanz von 
0,05. Erhöhte Expression zwischen den Subtypen wurde durch hervorgehobene Werte dargestellt. 
 
4.2. Klinische Relevanz einer SFRP3 und SFRP4 Expressionsreduktion im humanen 
NSCLC 
 
Während die WNT-Antagonisten SFRP1 und SFRP2 in der Tumorgenese unterschiedlichster 
Tumorentitäten, inklusive dem NSCLC, bereits tiefergehend untersucht wurden, ist die 
biologische Funktion und der Einfluss von SFRP3 und SFRP4 auf die Entstehung und 
Progression des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms weitestgehend unklar. Anhand der 
hierarchischen Clusteranalyse konnte eine erhöhte Expression von SFRP3 und SFRP4 im 
Adenokarzinom der Lunge, welches einen der häufigsten Bronchialkarzinomsubtypen 
darstellt, vergleichend zum Plattenepithelkarzinom gezeigt werden. Im Folgenden sollte eine 
mögliche klinische Relevanz von SFRP3 und 4 auf das Überleben von NSCLC-Patienten, 
besonders von Patienten mit einem primären Adenokarzinom der Lunge näher beleuchtet 
werden.  
Zunächst wurden Adenokarzinompatientendaten des TCGA Kollektives auf Basis der 
relativen SFRP3 mRNA Expression in zwei Gruppen dichotomisiert. Univariate Kaplan-
Meier (KM) Analysen dieser Gruppen zeigten ein signifikant verbessertes Gesamtüberleben 
(P=0,021) sowie Rezidivfreies Überleben (P=0,032) von Adenokarzinompatienten (n=454) 
mit einer erhöhten SFRP3 mRNA Expression (Median>272,11) (Abb. 11A und B). Zur 
Validierung der erhobenen Überlebensdaten wurde auf den erweiterten Datensatz des Kaplan-
Meier-Plotter zurückgegriffen. Die Diskriminierung der untersuchten Patientendaten in die 
Gruppen mit hoher und niedriger SFRP3 Expression wurden dabei wiederum am Median der 
SFRP3 mRNA Expression von 530 durchgeführt. Adenokarzinompatienten (n=720) mit hoher 
SFRP3 Expression zeigten über 13,7 Jahre ein maßgeblich begünstigten Verlauf des 
Gesamtüberlebens im Vergleich zu Patienten mit niedriger SFRP3 Expression (p<0,0001) 
(Abb. 11C). Hinsichtlich des Progressionsfreien Überlebens ist für LUAD-Patienten (n=125) 
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mit hoher bzw. niedriger SFRP3 Expression kein begünstigender Trend zu verzeichnen (Abb. 
11D). Zusätzlich war es möglich den TCGA Datensatzes von Adenokarzinompatienten 
entsprechend eines Shedden-Scores einzuteilen und diese Werte mit denen der Patienten-
spezifischen SFRP3 mRNA Expression zu vergleichen. Der Shedden-Score wurde erstmals 
im Jahre 2008 infolge einer deskriptiven Studie von 442 Adenokarzinompatientenproben 
eingeführt (Shedden et al. 2008). Dieser Wert beruht auf dem differenziellen 
Expressionsprofil von 80 ausgewählten und in Adenokarzinomen der Lunge prognostisch 
relevanten Genen (Cluster 6, MethodeA in Shedden et al. 2008). Zusammengefasst 
prognostiziert ein hoher Sheddon-Score (d.h. erhöhtes Genexpressionsprofil) in Proben von 
Adenokarzinompatienten einen prognostisch ungünstigen Verlauf bezüglich des 
Patientenüberlebens. Somit ermöglicht der Shedden-Score neben KM-Analysen eine 
unabhängige Aussage über den klinischen Verlauf einer LUAD-Erkrankung. Spearman 
Korrelationsanalysen der SFRP3 mRNA Expression und des Shedden-Scores von 
Adenokarzinompatienten beruhend auf dem TCGA Lungendatensatz verdeutlichen eine 
signifikant inverse Korrelation (r=-0,476) zwischen den untersuchten Faktoren (P<0,001) 
(Abb. 11E). Univariate Kaplan-Meier Analysen von Adenokarzinompatienten mit einer 
aberranten SFRP4 Expression zeigten keinen Einfluss auf das Gesamt- (P=0,868) sowie 
Rezidivfreie Überleben (P=0,263) entsprechender Patienten (Daten nicht gezeigt), weshalb 
der Fokus nachfolgender Arbeiten auf SFRP3 gelegt wurde, welches im nicht-kleinzelligen 
Lungenkarzinom bisher noch nicht tiefergehend charakterisiert werden konnte. 
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Abbildung 11: Univariate Kaplan-Meier Überlebensanalysen verdeutlichen eine prognostische Relevanz von SFRP3 
im Adenokarzinom der Lunge. (A und B) Univariate Kaplan-Meier Analysen auf Basis des TCGA Lungenkarzinom 
Datensatzes zeigen ein signifikant verbessertes Gesamt- (P=0,021) und Rezidiv-freies Überleben (P=0,032) für 
Adenokarzinompatienten (LUAD) mit einer hohen SFRP3 mRNA Expression. (C und D) Univariate Überlebensanalysen 
mittels Meier-Plotter-Software validierten das Ergebnis eines verbesserten Gesamtüberlebens von Adenokarzinompatienten 
(n=720) bei vorhandener hoher SFRP3 mRNA Expression (P<0,001). (E) Korrelationsanalyse der SFRP3 mRNA Expression 
und des Shedden-Score in LUAD-Patienten verdeutlicht eine inverse Abhängigkeit zwischen Expression und Shedden-Score 
(Spearman Korrelationskoeffizient r=-0,4764; P<0,0001); Hohe Genexpression dargestellt durch rote Linien, niedrige 
Expression durch schwarze Linien. vertikale Linie: zensierte Fälle. Log-Rank Test, signifikant P≤0,05 
Neben eines möglichen klinischen Einflusses in Adenokarzinompatienten schien eine erhöhte 
SFRP3 mRNA Expression (Median>120,94) in Plattenepithelkarzinom-patienten zu keiner 
Begünstigung des Gesamt- (P=0,637) bzw. Rezidivfreien Überlebens (P=0,580) zu führen 
(Abb. 12A und B). Untersuchungen basierend auf dem erweiterten Datensatz des Kaplan-
Meier-Plottesr von LUSC-Patienten mit hoher und niedriger SFRP3 Expression 
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(dichotomisiert am Median=210) visualisierten hingegen einen günstigen Einfluss einer 
hohen SFRP3 Expression auf das Gesamtüberleben von Plattenepithelkarzinompatienten 
(P=0,041), wohingegen ein Effekt auf das Progressionsfreie Überleben nicht dargelegt werden 
konnte (P=0,89) (Abb. 12C und D).  
Abbildung 12: Univariate Kaplan-Meier Überlebensanalysen von Plattenepithelkarzinompatienten in Abhängigkeit 
der SFRP3 mRNA Expression. (A und B) Auf Basis des TCGA Datensatzes wurden LUSC-Patientenproben am Median 
der relativen SFRP3 mRNA Expression (120,94) unterteilt. Univariate Kaplan-Meier Analysen von 463 LUSC-Patienten 
zeigten keine verbesserte Patientenprognose hinsichtlich des Gesamtüberlebens bei Vorhandensein einer hohen SFRP3 
Expression (p=0,637). Gleiches legten Untersuchungen des Rezidivfreien Überlebens von 319 LUSC-Patienten dar. (C und 
D) Univariate Überlebensanalysen aufgrund des Kaplan-Meier-Plotter ergaben ein verbessertes Gesamtüberleben von 
Plattenepithelkarzinompatienten (n=525) bei vorhandener hoher SFRP3 mRNA Expression (Median≥210) (p=0,041), 
wohingegen das Progressionsfreie Überleben von LUSC-Patienten (n=525) von einer hohen SFRP3 Expression nicht 
beeinflusst wurde (p=0,89). Hohe Genexpression dargestellt durch rote Linien, niedrige Expression durch schwarze Linien. 
vertikale Linie: zensierte Fälle. Log-Rank Test, signifikant P≤0,05 
 
4.3. Herunterregulation der SFRP3 Genexpression in primärem NSCLC Gewebe 
 
Die in Kapitel 4.1 durchgeführte hierarchische Clusteranalyse und der nachfolgende Box-Plot 
zeigten eine höhere SFRP3 mRNA Genexpression im Adenokarzinom im Gegensatz zu 
Proben des Plattenepithelkarzinoms. Um das Expressionsniveau zwischen NSCLC-Proben 
und angrenzendem Normalgewebe zu charakterisieren wurde die SFRP3 mRNA Expression 
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mittels semi-quantitativer RT-PCR anhand eines kryokonservierten Gewebekollektives 
(n=22) untersucht. Das verwendete Kollektiv ermöglichte die Analyse von 11 
Lungennormalgeweben sowie 11 primären NSCLC-Geweben (Abb. 13A). In Abbildung 13A 
ist die relative SFRP3 mRNA Expression, normiert auf den Median der 
Normalgewebeexpression, jeder einzelnen analysierten Probe dargestellt. Es wird deutlich, 
dass die relative SFRP3 Genexpression in primären NSCLC-Proben (Median=0,275) im 
Vergleich zu Normalgewebeproben (Median=1,0) um Faktor 3,6 abnimmt. Jedoch weisen 
vier Tumorproben einen zu Normalgeweben vergleichbaren Expressionswert auf (Abb. 13A 
und B). Das Streudiagramm (engl. Scatter-Plot) des gesamten Kollektivs zeigt einerseits die 
jeweiligen relativen SFRP3 Expressionswerte jeder Probe (normiert auf die Medianexpression 
der Normalgewebe), verdeutlicht andererseits ebenso die signifikante Expressionsreduktion 
von SFRP3 in primären Tumorgeweben (Mittelwert 0,408±0,085) im Vergleich zum 
angrenzenden Normalgewebe (Mittelwert 1,304±0,234) (Abb. 13B). Die Stratifizierung der 
Primärtumorproben entsprechend ihrer Karzinomsubtypen behält den Trend einer reduzierten 
SFRP3 Expression in primären Karzinomproben bei (Abb. 13C), mit einer signifikanten 
(P<0,05) Reduktion der SFRP3 mRNA Expression in Plattenepithelkarzinomen. Ebenfalls ist 
eine tendenzielle Abnahme der Expression in Adenokarzinomen im Vergleich zu 
Normalgewebeproben ersichtlich, verfehlte aber einem signifikanten Nachweis. Die weitaus 
seltener auftretenden Subtypen wie z.B. das adenosquamöse Karzinom oder das Karzinoid 
weisen ebenso eine niedrige SFRP3 Expressionsrate auf (Abb. 13C).   
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Abbildung 13: Reduktion der SFRP3 Genexpression in primären NSCLC-Patientenproben. (A bis C) Semiquantitative 
Real-time PCR-Analysen von Proben eines kryokonservierten Gewebekollektives verdeutlichen einen Verlust der SFRP3 
mRNA Expression in primären NSCLC-Proben. Scatter-Plot Analysen zeigen dabei eine signifikante SFRP3 Reduktion aller 
Primärtumorproben, sowie nach Stratifizierung in die jeweiligen Subtypen eine tendenziell reduzierte SFRP3 mRNA 
Expression in allen Subtypen vergleichend zu Normalgewebeproben. Normierung der Primärtumorwerte auf den Median der 
Normalgewebeexpression, horizontale Linien zeigen Mittelwert sowie Standardfehler. **P≤0,01 *P≤0,05; horizontale Linie: 
Mittelwert; vertikale Linien: Standardabweichung; zweiseitiger Mann-Whitney U Test; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-
Test (C) 
 
4.4. Validierung der SFRP3 Expressionsreduktion in primären NSCLC-Proben 
 
Die retrospektive Expressionsanalyse des eigenen Gewebekollektives deckten eine 
signifikante Abnahme der SFRP3 mRNA Expression in primären NSCLC-Patientenproben 
auf. Anhand des unabhängige TCGA Lungendatensatz sollte eine Reduktion der SFRP3 
Expression im NSCLC validiert werden. Auf Basis dieses Datensatzes ist eine 
Diskriminierung der SFRP3 mRNA Expression entsprechend der jeweiligen NSCLC-
Subtypen (LUAD, LUSC) sowie deren klinisch-pathologischen Parametern möglich. Die 
visuelle Darstellung des SFRP3 Expressionsprofils anhand einer Heatmap verdeutlicht eine 
reduzierte SFRP3 mRNA Expression in LUSC Patientenproben, wohingegen sich das 
Expressionsprofil in LUAD Proben heterogen darstellt. Eine hohe relative SFRP3 Expression 
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wird in Rot gekennzeichnet, Grün zeigt ein reduziertes relatives Expressionsniveau (Abb. 
14A). Im Vergleich zu Normalgewebeproben wird in Primärtumoren ein höherer Anteil 
reduzierter SFRP3 Expression erkennbar. Der quantitative Vergleich der relativen SFRP3 
mRNA Expressionswerte zwischen Normalgewebe und LUAD sowie LUSC wird im Box-
Plot (Abb. 14B) deutlich. Die Box Plot-basierte Subgruppenanalyse zeigte eine hoch 
signifikante SFRP3 Expressionsreduktion in primären LUAD (Median 272,1; 25-75% 
Quartil: 154,6-445,3) bzw. LUSC-Proben (Median 120,9; 25-75% Quartil: 57,2-222,9) im 
Vergleich zum Lungennormalgewebe (Median 329,6; 25-75% Quartil: 244-551,5). Zudem 
konnte innerhalb der NSCLC-Subgruppen eine höhere SFRP3 Expression (medianer FC 2,7) 
im Adenokarzinom im Gegensatz zum Plattenepithelkarzinom festgestellt werden.  
Univariate Kaplan-Meier Überlebensanalysen von Adenokarzinompatienten zeigten eine 
mögliche prognostische Relevanz von SFRP3 im Adenokarzinom der Lunge (Abb. 11), 
weshalb im Nachfolgenden LUAD-Patientenproben entsprechend einer Progressionsreihe in 
den jeweiligen pT-, pM-Status sowie Tumorstadium (engl. stage) stratifiziert wurden. 
Patientenproben mit einem frühen Adenokarzinom (pT1) zeigen eine signifikant (P≤0,01) 
höhere SFRP3 Expression (Median 324,5; 25-75% Quartil: 201-531,5) als Patienten mit 
einem fortgeschrittenen Adenokarzinom (pT2-4) (Median 252,2; 25-75% Quartil: 132-423,5) 
(Abb. 14C). Dies konnte zudem nach Dichotomisierung entsprechend des 
Metastasierungsstatus festgestellt werden. So weisen Patienten mit einem metastasierten 
Adenokarzinom (pM1) eine signifikant (P≤0,05) reduzierte SFRP3 mRNA Expression 
(Median 179; 25-75% Quartil: 117,2-273,7) im Vergleich zu Patienten ohne Fernmetastase 
(pM0) (Median 283,1; 25-75% Quartil: 153,9-477,2) auf (Abb. 14D). Die Klassifikation 
vieler Tumoren wird maßgeblich durch das TNM-System vorgenommen, wobei neben pT und 
pM ebenfalls der der Tumorstatus festgelegt wird. In diesem Zusammenhang zeigten 
Adenokarzinompatienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstatus (stage 2-4) eine hoch 
signifikante (P≤0,001) SFRP3 mRNA Reduktion (Median 227,7; 25-75% Quartil: 129,1-
410,3) im Vergleich zu Patientenproben mit einem niedrigen Tumorstatus (stage1) (Median 
310; 25-75% Quartil: 181,4-479,5)(Abb. 14E). 
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Abbildung 14: Reduktion der SFRP3 Expression im Verlauf der Tumorprogression eines Adenokarzinoms der 
Lunge. (A und B) Signifikanter Verlust der SFRP3 mRNA Expression in LUSC und Reduktion der Expression in LUAD im 
Vergleich zu Normalgewebeproben. Patientenproben basierend auf dem TCGA lung gene expression Illumina HighSeq 
Datensatzes wurden in LUAD (n=518, dunkelgrün, hellgrau) sowie LUSC (n=498, helllgrün, dunkelgrau) und 
Normalgewebe (n=205, schwarz, weiß) unterteilt. hohe rel. SFRP3 Expression in Rot, niedrige rel. SFRP3 Expression in 
Grün dargestellt. (C, D und E) Proben von Adenokarzinompatienten dichotomisiert in pT1 vs. pT2-4, M0 vs. M1, stage1 vs. 
stage 2-4 weisen eine signifikante SFRP3 Expressionsreduktion in Proben von fortgeschrittenen Adenokarzinomen auf. 
Vertikale Linien: Spanne, Min, Max; horizontale Linien: Median, 25-75% Quartil; ***P≤0,001 **P≤0,01 *P≤0,05;  
zweiseitiger Mann-Whitney U Test bei Vergleich zweier Proben; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test bei Vergleich von 
3 Proben. 
 
Zusammengefasst zeigt sich ein signifikanter SFRP3 mRNA Expressionsverlust vor allem in 
Patienten mit fortgeschrittenem Adenokarzinom der Lunge. Aus diesem Grund wurde 
nachfolgend ein möglicher Einfluss einer aberranten SFRP3 Expression auf das 
Patientenüberleben mit frühen sowie fortgeschrittenen Adenokarzinomen untersucht. 
Univariate Kaplan-Meier Analysen von Adenokarzinompatienten dichotomisiert in frühe 
Tumoren (pT1) versus fortgeschrittene Tumoren (pT2-4) zeigten keinen Vorteil (P=0,914) für 
das Gesamtüberleben von pT1-Patienten bei einer vorhandenen hohen SFRP3 Expression 
(Abb. 15A), wohingegen Patienten mit einem fortgeschrittenen Adenokarzinom der Lunge 
von einer erhöhten SFRP3 Expression profitieren (P=0,027) und eine verbesserte Prognose 
hinsichtlich des Gesamtüberlebens aufweisen (ABB. 15B).  
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Abbildung 15: Univariate Kaplan-Meier Überlebensanalysen von Adenokarzinompatienten mit frühem sowie 
fortgeschrittenem Tumor in Abhängigkeit der SFRP3 Expression. (A) NSCLC-Patienten mit einem frühen  
Adenokarzinom der Lunge profitieren hinsichtlich des Gesamtüberlebens von keiner erhöhten SFRP3 mRNA Expression. (B) 
Univariate Kaplan-Meier Analysen verdeutlichen ein verbessertes Gesamtüberleben von Patienten mit einem 
fortgeschrittenen Adenokarzinom der Lunge (pT2-4) und damit verbunden einem hohen SFRP3 Expressionsniveau. rote 
Linie: hohe SFRP3 Expression (Median>272.1), schwarze Linien: niedrige SFRP3 Expression (Median≤272.1), vertikale 
Linien: zensierte Fälle. Log-Rank Test, signifikant P≤0,05 
 
4.5. Immunhistochemische Analyse der SFRP3 Lokalisation im Normalgewebe der 
Lungen sowie in NSCLC-Proben 
 
Bisherige Analysen auf Transkriptomebene zeigten eine Reduktion der SFRP3 mRNA 
Expression in Adeno- und Plattenepithelkarzinomen der Lunge. Im weiteren Schritt, wurde 
die SFRP3 Proteinexpression in einem Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten 
Gewebekollektiv (FFPE) bestehend aus 27 Normalgeweben und 24 NSCLC-Geweben, 
darunter 14 LUAD und 10 LUSC, sowie einer Knochenmetastase eines primären NSCLC 
mittels immunhistochemischer Färbung untersucht (Abb. 16A). Zunächst wurde mit Hilfe der 
Immunhistochemie eine Bestimmung der Lokalisation von SFRP3 im gesunden 
Lungengewebe ermöglicht, um anschließend ausgehend davon die Expression in primären 
Karzinomproben zu vergleichen. So zeigte sich im Lungennormalgewebe eine vorrangig 
zytoplasmatisch positive SFRP3 Färbung im Zilien-behafteten respiratorischen Epithel der 
Bronchien (Abb. 16C) sowie eine positiven Färbung der Pneumozyten Typ I und II in den 
Alveolarwänden (Abb. 16D und E). Die immunhistochemische Färbung einer 
Normalgewebeprobe ohne primären SFRP3 Antikörper diente als Negativkontrolle und 
ermöglicht den Ausschluss einer vorhandenen unspezifischen Färbung (Abb. 16B). Zusätzlich 
zur visuellen Beurteilung der IHC wurde eine Quantifizierung des Färbemusters nach dem 
immunreaktiven Score (IRS) nach Remele und Stegner (1987) durchgeführt. In 25 der 27 
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Normalgewebeproben war SFRP3 abundant exprimiert (92,6%) und erreichten einen IRS ≥4. 
Im Vergleich zur positiven SFRP3 Detektion im Lungennormalgewebe (medianer IRS 4) wird 
eine deutliche Reduktion (P≤0,01) der zytoplasmatischen Färbung in Gewebeschnitten 
primärer Adenokarzinome ersichtlich (medianer IRS 2) (Abb. 16G bis I). Hierbei 
exprimierten fünf von 14 LUAD (35,7%) SFRP3 in einem zum Normalgewebe 
vergleichbarem Maße (IRS≥4), wohingegen in neun Adenokarzinomen (64,3%) eine 
Abnahme der SFRP3-Färbung nachgewiesen werden konnte (IRS<4). Im Gegensatz zu den 
Adenokarzinomproben war im Plattenepithelkarzinom keine zytoplasmatische SFRP3 
Detektion (medianer IRS 0) erkennbar (P≤0,001) (Abb. 16J bis L). In zwei von 10 LUSC-
Proben (20%) konnte eine zum Normalgewebe vergleichbare SFRP3 Expression detektiert 
werden (IRS ≥4), wohingegen 80% der Plattenepithelkarzinome keine SFRP3 Expression 
aufwiesen (IRS<4). Die quantitative Auswertung der SFRP3 Färbung der Knochenmetastase 
ergab ein IRS von 4 vergleichbar zum medianen IRS der Normalgewebe, wobei die 
Färbeintensität der Einzelzelle dem der Normalgewebezellen nicht entspricht, jedoch der 
Prozentsatz positiv gefärbter Tumorzellen merklich erhöht war (Abb. 16F). Aufgrund der 
niedrigen Probenzahl konnte kein signifikanter Nachweis erbracht werden.  
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Abbildung 16: Immunhistochemische Bestätigung der SFRP3 Proteinreduktion in primären NSCLC-Proben. (A) 
Quantitative Analyse der immunhistochemischen SFRP3 Färbung mittels Bestimmung des immunreaktiven Wertes (IRS). Es 
konnte ein signifikante SFRP3 Reduktion in LUSC sowie LUAD Proben im Vergleich zum Lungennormalgewebe detektiert 
werden (B) Immunhistochemische Färbung eines Lungennormalgewebes ohne primären SFRP3 Antikörper zur Bestimmung 
der unspezifischen sowie Hintergrundfärbung basierend auf dem DAB-Chromogen. (C und D) SFRP3 Proteindetektion im 
Lungennormalgewebe verdeutlicht eine positiv zytoplasmatische Färbung im Zilien-behafteten respiratorischen Epithel der 
Bronchien sowie den Pneumozyten Typ I und II der Alveolarwände (siehe Pfeile). (E) Die Analyse der SFRP3 Färbung einer 
Knochenmetastase weist eine Proteindetektion im Zytoplasma der Tumorzellen vergleichbar zum Normalgewebe auf. (F und 
G) Das primäre Adenokarzinom der Lunge zeigt eine reduzierte zytoplasmatische SFRP3 Proteindetektion im Vergleich zum 
Lungennormalgewebe (H und I) Die immunhistochemische Analyse der SFRP3 Proteinexpression zeigte einen vollständigen 
zytoplasmatischen Verlust von SFRP3 in LUSC Proben. ***P≤0,001 **P≤0,01; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: 
Minimum und Maximum; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test. 
4. Ergebnisse 
 
107 
 
4.6. Identifikation regulatorischer Bereiche innerhalb des SFRP3 Lokus  
 
In vorangegangenen Untersuchungen konnte eine Herunterregulation der SFRP3 Expression 
auf Transkriptom- und Proteom-Ebene in primären NSCLC Gewebeproben nachgewiesen 
werden. Für den SFRP3 Lokus konnte bereits eine epigenetische Inaktivierung aufgrund von 
Promotor Hypermethylierung im Melanom sowie hepatozellulären Karzinom nachgewiesen 
werden (Ekström, Sherwood, and Andersson 2011; Y. W. Lin et al. 2014). In diesem Kontext 
wurde nachfolgend erstmals eine mögliche epigenetische Inaktivierung des SFRP3 Lokus im 
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom untersucht. 
Die Identifikation distinkter regulatorischer DNA-Sequenzen des Promotors erfolgte mit Hilfe 
der Software Genomatix bioinformatisch hinsichtlich putativer Transkriptions-
faktorbindestellen. Es wurde deutlich, dass konservierte Transkriptionsfaktoren (TF2D, 
MTEN und XCPE) spezifische Bindestellen stromabwärts sowie innerhalb des Exon1 von 
SFRP3 besitzen und möglicherweise die Expression von SFRP3 regulieren (Abb. 17A). 
Interessanterweise konnte aufgrund bioinformatischer Analysen ein putativer zweiter 
Transkriptionsstart stromabwärts des bisher bekannten SFRP3 Transkriptionsstart identifiziert 
werden (Abb. 17A), wobei möglicherweise die konservierten Transkriptionsfaktoren TF2D, 
MTEN sowie XCPE an dieser Stelle binden. Die Übersichtsdarstellung des SFRP3 Promotors 
(relative Position bis -27) des Exon1 (relative Position +1 bis +1088) verdeutlicht die 
bioinformatisch erwarteten Bindestellen von TF2D (hellgrün), die Position des ersten (+174) 
sowie des bekannten ATG-Codons (+610), der Bindestellen von genutzten Methylierungs-
spezifischen Oligonukleotiden (Meth Primer -244 bis -121) sowie der Bindung eines 
Oligonukleotidpaares zur Expressionsanalyse eines möglichen alternativen SFRP3 
Transkriptes (+129 bis +233). Auf Basis der Hypothese, dass von SFRP3 ein möglicherweise 
alternatives und bisher unbekanntes Transkript gebildet wird, wurde jeweils ein 
Oligonukleotidpaar für quantitative Real-Time PCR-Analysen im N-terminalen Bereich des 
längeren SFRP3 Transkriptes (Abb. 17B) und ein Oligenukleotidpaar im C-terminalen 
Bereich beider Transkriptvarianten ausgewählt. Die Expressionsanalysen der SFRP3 mRNA 
des eigenen kryokonservierten Gewebekollektives zeigte eine niedrige relative mRNA 
Expression des alternativen Transkriptes im Lungennormalgewebe (Mittelwert 1,45±0,68), 
jedoch eine signifikant (P≤0,05) höhere mRNA Expression bei Amplifikation beider SFRP3 
Transkripte im Normalgewebe der Lunge (Mittelwert 4,29±1,86) (Abb. 17B). Der Vergleich 
der relativen mRNA Expressionen zwischen dem alternativen SFRP3 Transkript und der 
Amplifikation beider Transkriptvarianten im primären NSCLC-Gewebe zeigt ebenfalls eine 
signifikant höhere relative Expression (Mittelwert 3,45±2,06) beider Transkripte im 
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Gegensatz zur alleinigen Amplifikation des putativ langen Transkriptes (Mittelwert 
0,642±0,27) (Abb. 17B).  Die Scatter Blot Darstellung der relativen Expressionswert der 
jeweiligen Transkriptvarianten lässt eine mögliche Abnahme des alternativen SFRP3 
Transkriptes vergleichend zwischen Normalgewebe und NSCLC-Proben vermuten, verfehlte 
aber einem signifikanten Nachweis.  
 
Abbildung 17: Bioinformatische Analyse der Transkriptionsfaktorbindestellen im SFRP3 lokus. (A) Darstellung der 
bioinformatischen Bindestellen konservierter Transkriptionsfaktoren (TF2D, MTEN, XCPE) im SFRP3 Promotor auf Basis 
der Software Genomatix. Zusammengefasste schematische Abbildung des SFRP3 Promotors und Exon1 mit entsprechenden 
TF2D Bindestellen (hellgrün), Bindebereiche Methylierungs-spezifischer Oligonukleotide  (Meth Primer), Bindebereiche 
qRT-PCR basierter Oligonukleotide, Position des ersten sowie alternativen ATG-Codon und die Darstellung der möglichen 
zwei SFRP3 Transkriptvarianten. (B) Quantitative Real-time PCR Analyse der putativen SFRP3 Transkripte in 
Patientenproben des kryokonservierten Gewebekollektivs. Horizontale Linien: Mittelwert; vertikale Linien: 
Standardabweichung *P≤0,05 ns=keine Signifikanz 
 
4.7. Epigenetische Inaktivierung des SFRP3 Lokus in LUAD und LUSC  
 
Nachdem mutmaßliche Transkriptionsfaktorbindestellen im SFRP3 Promotor identifiziert und 
diese Bereiche als möglicherweise regulatorische Regionen betrachtet wurden, folgte die 
Analyse des vorherrschenden Promotor sowie Exon1 Methylierungsniveau mittels 
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Methylierungs-spezifischer Oligonukleotide (Abb. 18 und 19), welche dabei einen Bereich 
von fünf (Promotor) bzw. sechs CpG Dinukleotiden (Exon1) überspannen (Abb. 19A).  
Die qualitative Methylierungsuntersuchung der ausgewählten Bereiche des SFRP3 Lokus 
wurde mittels Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) sichergestellt. Diese Analyse basiert 
auf der exklusiven Bindung von Oligonukleotiden an methylierte sowie unmethylierte DNA 
desselben Sequenzbereiches des SFRP3 Promotors bzw. Exon1, bietet jedoch keine CpG-
Dinukleotid Einzelbasenauflösung. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der MSP-
Amplifikate kann anhand des Vorhandenseins eines DNA-Fragments eine qualitative Aussage 
über den Methylierungszustand des amplifizierten Sequenzbereiches getroffen werden. In 
diesem Zusammenhang ergab die Methylierungsanalyse von 12 primären NSCLC-Proben ein 
Methylierungs-spezifische Amplifikation in 67% der NSCLC-Proben im SFRP3 Promotor 
sowie in 92% im Bereich des ersten Exon (Abb. 18A und B). Die exemplarische 
gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate nach erfolgreicher MSP spiegelt ein 
Methylierungssignal sowohl im SFRP3 Promotor als auch im Exon1 in sechs der neun 
NSCLC-Proben wider (Abb. 18C). Die exklusive Bindung der Oligonukleotide für 
methylierte (M) sowie unmethylierte (U) DNA und die damit verbundene Bestätigung der 
spezifischen Funktionalität der MSP-Analyse wurde durch den Einsatz unmethylierter bzw. 
methylierter Kontroll-DNA (QIAGEN), als Template-DNA für die durchgeführte PCR-
Reaktion, erzielt (Abb. 18C).  
Zusätzlich zur MSP-Analyse ermöglicht die Pyrosequenzierung eine Stratifizierung des 
Methylierungsprofils jedes CpG-Dinukleotids. DNA-Proben eines kryokonservierten 
Gewebekollektivs bestehend aus 12 Normalgeweben und 15 primären NSCLC-Geweben 
wurden nach Bisulfit-Konversion auf deren CpG-Methylierungsprofil des SFRP3 Promotors 
sowie Exon1 untersucht.   
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Abbildung 18: Identifikation methylierter SFRP3 Genloci in Proben des kryokonservierten Gewebekollektives mittels 
MSP. (A und B) Untersuchungen mit Hilfe Methylierungs-spezifischer PCR-Analysen (MSP) von 12 NSCLC-DNA-Proben 
diente der qualitative Bestimmung des Methylierungsstatus im SFRP3 Promotor und Exon1. Die Auswertung der MSP 
verdeutlicht eine erhöhte Methylierung im Exon1 (92%) vergleichend zum Promotor (67%) in primären NSCLC-Proben. (C) 
Repräsentative Ergebnisse der MSP von SFRP3 Promotor und Exon1 in neun primären NSCLC-Proben (1-9). Mit U und M 
gekennzeichnete Fragmente verdeutlichen PCR-Ansätze mit Oligonukleotiden spezifisch für methylierte (M) sowie 
unmethylierte (U) DNA-Bereiche. Zur Kontrolle der Spezifität genutzter Oligonukleotide wurde auf methylierte und 
unmethylierte  template-DNA der Firma QIAGEN zurückgegriffen.  
 
Die quantitative Auswertung der SFRP3 Promotor-Methylierung ergab ein tendenziell 
erhöhtes Methylierungniveau in primären NSCLC-Proben (mittlere Methylierung 
4,63±2,75%) im Vergleich zu Normalgewebe-DNA (mittlere Methylierung 0%) (Abb. 19B 
und C). Diese Tendenz verfehlte aber einen signifikanten Nachweis. Die Darstellung der 
mittleren SFRP3 Methylierung jedes CpG Dinukleotids über alle Tumoren unterstreicht 
dieses Ergebnis und verdeutlicht einen oszillierend niedrigen Methylierungsverlauf von 6,1% 
CpG1, 6,5% CpG2, 2,3% CpG3, 2,5% CpG4 sowie 5,8% CpG5 (Abb. 19C). Die quantitative 
Untersuchungen der DNA-Methylierung des SFRP3 Exon1 zeigte eine mittlere Methylierung 
von 1,3±053% in Normalgewebe-DNA und ein signifikant erhöhtes Methylierungsniveau von 
9,33±3,07% in primären NSCLC-Proben (Abb. 19D und E). Die Flächendiagramm-
Darstellung der mittleren Methylierung jedes CpG Dinukleotides visualisiert ein über CpG6 
(16,3%), CpG7 (11,3%), CpG8 (10,3%) und CpG9 (13,2%) vergleichbares 
Methylierungsprofil in primären NSCLC-Proben (Abb. 19E), wohingegen eine geringe  
mittlere Methylierung der CpG10 (5,3%) sowie CpG11 (3,4%) vorliegt, die der Promotor-
Methylierung entspricht.  
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Abbildung 19: Evaluierung des SFRP3 Promotor und Exon1 Methylierungsstatus in Proben des kryokonservierten 
Gewebekollektives. (A) Schematische Darstellung der Oligonukleotid-Bindestellen und Position untersuchter CpG 
Dinukleotide für die nachfolgenden Methylierungsanalysen des SFRP3 Lokus (B und C) Quantitative Bestimmung der 
SFRP3 Promotor-Methylierung im Gewebekollektiv mittels Pyrosequenzierung. Es konnte eine Methylierungserhöhung von 
4,63% in primären NSCLC-Proben im Vergleich zur Methylierung von 0% im Lungennormalgewebe nachgewiesen werden. 
ns=nicht signifikant (D und E) Innerhalb des SFRP3 Exon1 konnte eine signifikant erhöhte Methylierung von 9,33% in 
primären NSCLC-Proben im Vergleich zur Methylierung von  1,3% im Lungennormalgewebe nachgewiesen werden. 
*P≤0,05; horizontale Linie: Mittelwert; vertikale Linien: Minimum und Maximum; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. 
Unterstützt durch LM. 
 
4.8. Validierung des SFRP3 Methylierungsprofils in primären NSCLC-Proben 
 
Zur Validierung der erhobenen Methylierungsdaten basierend auf dem eigenen 
Lungenkryokollektiv wurde der unabhängige TCGA Methylierungsdatensatz bestehend aus 
907 Patientenproben ausgewertet. Der Datensatz erlaubt eine Methylierungsanalyse von 12 im 
SFRP3 Promotor und Exon1 liegenden CpG Dinukleotiden in primären Adenokarzinom-, 
Plattenepithelkarzinompatienten und Normalgewebeproben (Abb. 20A). Die Heatmap 
Darstellung dient der Visualisierung einer hohen Methylierung (rot) sowie niedrigen 
Methylierung (blau) distinkter CpG Dinukleotide (je Spalte) und entsprechender 
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Patientenproben (je Zeile). In Einklang mit den SFRP3 Methylierungsdaten des eigenen 
Kollektivs weisen die Normalgewebeproben der TCGA-Datenbank ein niedriges 
Methylierungsprofil über alle analysierten CpG Dinukleotide auf (Abb. 20A). Im Gegensatz 
dazu verdeutlichen DNA-Proben von Adeno- (dunkelgrün) und 
Plattenepithelkarzinompatienten (hellgrün) ein erhöhtes Methylierungsniveau der analysierten 
CpG Dinukleotide. Weiterhin kann auf Basis des UCSC Genome Browser (Center for 
Biomolecular Science & Engineering, Santa Cruz, Kalifornien USA) die Position jedes CpG 
Dinukleotides im SFRP3 Promotor nachvollzogen werden. So konnten zudem die Positionen 
der in eigenen quantitativen und qualitativen Methylierungsanalysen berücksichtigten CpG 
Dinukleotide im TCGA Methylierungsdatensatz verdeutlicht werden (Abb. 20A). Die Box 
Plot basierte Subgruppenanalyse basierend auf diesem Methylierunsdatensatz bestehend aus 
104 Normalgewebe-, 446 Adenokarzinom- und 357 Plattenepithelkarzinomproben über alle 
enthaltenen CpG Dinukleotide verdeutlicht eine signifikant (P<0,001) gesteigerte DNA-
Methylierung in Primärtumorproben im Vergleich zum Lungennormalgewebe (Median 
Methylierung=12%; 25-75% Quartil: 6,5-43,8%), wohingegen in Adenokarzinompatienten 
(Median Methylierung=37%; 25-75% Quartil: 16,8-55,9%) eine signifikant (P<0,001) höhere 
SFRP3 Methylierung als in Plattenepithelkarzinompatienten (Median Methylierung=31%; 25-
75% Quartil: 8,1-55,5%) zu verzeichnen ist (Abb. 20B). Korrelationsuntersuchungen 
zwischen SFRP3 Methylierung und korrespondierender Expression auf Basis des Spearman 
Rangkorrelationskoeffizienten (rs) zeigten eine signifikant inverse Korrelation (r=-0,3084; 
P<0,0001) in Adenokarzinompatienten der Lunge (Abb. 20C). Im Gegensatz dazu konnte 
keine signifikante Korrelation (r=-0,0074; P=0,8887) zwischen der SFRP3 Expression und 
Methylierung in Patientenproben mit einem primären Plattenepithelkarzinom nachgewiesen 
werden (Abb. 20D).   
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Abbildung 20: SFRP3 Methylierungsanalyse in LUAD und LUSC Patientenproben auf Basis des TCGA Datensatzes. 
(A) Heatmap Darstellung des SFRP3 Methylierungsprofils in Normalgewebe- (schwarz), Adenokarzinom- (dunkelgrün) und 
Plattenepithelkarzinomproben (hellgrün). Spalten= Methylierung distinkter CpG Dinukleotide, Zeilen=Patientenproben, 
Blaue Bereiche=niedriges SFRP3 Methylierungsniveau, rote Bereiche=hohe Methylierung. Die schematische Darstellung 
verdeutlicht die Position quantitativ und qualitativ analysierter CpG-Dinukleotide innerhalb des vorliegenden TCGA 
Datensatz. (B) Box-Plot Analysen bestehend aus 104 Normalgewebeproben (weiß) sowie 446 Adenokarzinom-(hellgrau) und 
357 Plattenepithelkarzinomproben demonstrieren eine signifikant gesteigerte Methylierung in primären Karzinomproben im 
Vergleich zu Lungennormalgewebe. Adenokarzinompatienten weisen eine erhöhte SFRP3 Methylierung im Gegensatz zu 
LUSC Patienten auf. Horizontale Linien: Median, Umfang ***P≤0,001 (C und D) Spearman Korrelationsanalysen zeigen 
eine signifikant inverse Korrelation zwischen SFRP3 mRNA Expression und Methylierung in Proben von 
Adenokarzinompatienten (n=424; r=-0,3084; P<0,0001), wohingegen sich kein Zusammenhang zwischen SFRP3 Expression 
und Methylierung in LUSC Patienten erkennen lässt.***P≤0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und 
Maximum; Box: 25%-75% Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. 
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4.9. SFRP3 mRNA Re-Expression nach in vitro DNA Demethylierung 
 
Zur Unterstützung der erhobenen Methylierungsdaten und Darstellung des zugrundeliegenden 
epigenetisch-assoziierten Silencing-Mechanismus in NSCLC-Zellen wurden in vitro 
Demethylierungsstudien mittels Trichostatin A (TSA) und 5´-Aza-2´Desoxycytidin (Aza) 
durchgeführt. Diese basieren auf einer genomweiten DNA-Demethylierung sowie Lockerung 
der DNA-Histon-Verpackung resultierend in einer möglichen SFRP3 mRNA Re-Expression 
sowie epigenetisch regulierten Genen. Dabei blockiert TSA effektiv Histon-Deacetylasen 
(HDAC) der Klasse I und II, was die Akkumulation von Histonacetylierung und der damit 
einhergehenden Heterochromatisierung der DNA zur Folge hat. Aza-2´Desoxycytidin 
hingegen ist ein synthetisches Cytidin-Analogon was durch DNA-Methyltransferasen nicht 
beeinflusst werden kann und zudem diese Enzyme hemmt. Der Einbau von Aza in die sich 
replizierende DNA führt zu einer genomweiten Reduktion der DNA-Methylierung. 
Im Vorfeld der Demethylierungsstudien wurden die Adenokarzinom- (A549, SK-LU-1) sowie 
Plattenepithelkarzinomzelllinien (H157, H1299, H2170) hinsichtlich ihrer basalen SFRP3 
mRNA Expression untersucht (Abb. 21A). Die Normalisierung der SFRP3 Expression (∆Ct) 
beruhte auf dem Expressionswert des Haushaltsgens Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) in derselben Probe. In der durchgeführten Expressionsanalyse 
wurde deutlich, dass die genutzten Adenokarzinomzelllinien eine niedrige basale SFRP3 
mRNA Expression aufwiesen (A549 ∆Ct=13,6; SK-LU-1 ∆Ct=13,8). Im Gegensatz dazu 
zeigten die Plattenepithelkarzinomzelllinien H157 (∆Ct=7,4) und H2170 (∆Ct=9,5) eine 
moderate basale SFRP3 mRNA Expression. Lediglich das Expressionsniveau der 
Plattenepithelkarzinomzelllinie H1299 (∆Ct=13,2) ist mit dem der untersuchten 
Adenokarzinomzellen vergleichbar (Abb. 21A). Die quantitativen Methylierungsanalysen des 
Exon1-Bereiches deutete auf eine basale mittlere Methylierung von 80% der 
Plattenepithelkarzinomzelllinien (H157: 76%; H1299: 80,6%; H2170: 81,1%) hin, die 
Adenokarzinomzellen zeigen eine mittlere Methylierung von 68,9% (A549) und 88,5% (SK-
LU-1) (Abb. 21B). Mit Hilfe der Flächendiagramm-Darstellung konnte ein vergleichbarer 
Methylierungsverlauf über alle untersuchten CpG Dinukleotide in den entsprechenden 
Karzinomzelllinien dokumentiert werden (Abb. 21C).  
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Abbildung 21: Identifikation der basalen SFRP3 Expression sowie Methylierung in verwendeten 
Lungenkarzinomzelllinien. (A) Quantitative Real-Time PCR zur Ermittlung der basalen SFRP3 mRNA Expression in zwei 
Adeno- (dunkelgrau) und drei Plattenepithelkarzinomzelllinien (hellgrau). Die Normierung der SFRP3 Expression wurde auf 
die des Haushaltsgens GAPDH vorgenommen. (B) Quantitative Methylierungsanalyse des SFRP3 Exon1 mittels 
Pyrosequenzierung. (C) Darstellung der basalen SFRP3 Methylierung der jeweiligen Karzinomzelllinien je untersuchten CpG 
Dinukleotid. horizontale Linien: Mittelwert; vertikale Linien: Fehler der Dreifachbestimmung. Unterstützt durch LM. 
Auf Basis dieser Daten und der gefundenen in silico Korrelation zwischen SFRP3 Expression 
und Methylierung in Adenokarzinomproben (Abb. 20C) wurden die Zelllinie A549 und SK-
LU-1 für in vitro Demethylierungsanalysen ausgewählt. Die Plattenepithelkarzinomzelllinie 
H157 diente zudem als Kontrolle, da aufgrund der hohen Basalexpression und keiner 
Korrelation zwischen Expression und Methylierung in Plattenepithelkarzinomen (Abb. 20D) 
ein Ausbleiben eines möglichen Demethylierungseffektes erwartet wurde. Die Analyse der 
relativen SFRP3 mRNA Expression der Zelllinien A549 und SK-LU-1 mittels Real-time PCR 
zeigte eine Expressionssteigerung nach Aza-Cytidin-Behandlung (DAC) (A549 um Faktor 
2,85±025; SK-LU-1 um Faktor 4,98±1,87), sowie eine synergistische (P≤0,05) 
Expressionserhöhung nach Doppelbehandlung mit TSA/DAC in beiden 
Adenokarzinomzelllinien auf (A549 um Faktor 6,88±1,16; SK-LU-1 um Faktor 67,8±9,87) 
(Abb. 22A und D). Eine Einzelbehandlung mit TSA erzielte in den untersuchten 
Adenokarzinomzelllinien keine signifikante Erhöhung der SFRP3 mRNA Expression. 
Korrespondierend zu den ermittelten Expressionsergebnissen zeigten die Zelllinien A549 und 
SK-LU-1 eine signifikante Reduktion der SFRP3 Exon1 Methylierung nach DAC-
Behandlung (A549 29,67% Reduktion, SK-LU-1 32,2% Reduktion) (Abb. 22B und E). Im 
Gegensatz zur synergistischen Expressionserhöhung nach DAC/TSA-Doppelbehandlung 
konnte kein additiver oder synergistischer Effekt auf die Methylierungsreduktion in beiden 
Adenokarzinomzelllinien festgestellt werden. Trotz Doppelbehandlung verblieb das 
Methylierungsniveau bei 39,2% (A549) sowie 62,3% (SK-LU-1) vergleichbar zur DAC-
Einzelbehandlung (Abb. 22B und E). Die Darstellung der Methylierung jedes CpG 
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Dinukleotides abhängig von Behandlung und Zelltyp illustriert sowohl in A549-Zellen (Abb. 
22C) als auch in SK-LU-1-Zellen (Abb. 22F) ein nahezu gleichbleibendes 
Methylierungsmuster.  
Im Gegensatz zur Demethylierung von Adenokarzinomzelllinien konnte in H157 eine 
signifikant (P≤0,05) 21,9-fach erhöhte SFRP3 mRNA Expression lediglich nach DAC-
Behandlung beobachtet werden (Abb. 22G). Ein synergistischer Einfluss von DAC/TSA-
Doppelbehandlung auf eine mögliche Expressionssteigerung war nicht zu erkennen. 
Dazugehörig zeigten Analysen der SFRP3 Methylierung im Exon1 nach jeweiliger 
Behandlung eine geringe Reduktion der Methylierung nach DAC (um 11,5%), TSA (um 
14,3%) sowie DAC/TSA-Doppelapplikation (um 19,2%) (Abb. 22H), ohne statistische 
Signifikanz. 
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Abbildung 22: In vitro Demethylierungsanalysen von SFRP3 in Lungenkarzinomzelllinien. (A, D, G) Untersuchung der 
SFRP3 mRNA Re-Expression in Abhängigkeit der jeweiligen Demethylierungsbehandlung in der Adenokarzinomzelllinie 
A549 und SK-LU-1 sowie der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157. Normierung erfolgte auf die unbehandelte Zellkontrolle. 
(B, E, H) Pyrosequenzierung der A549-, SK-LU-1-, und H157-Proben nach entsprechender in vitro Demethylierung. (C, F, I) 
Visualisierung des Methylierungsverlaufs der einzelnen CpG Dinukleotide des Exon1 in Abhängigkeit der unterzogenen 
Demethylierungsbehandlung. Methylierte DNA der Firma QIAGEN diente als Methylierungskontrolle. Methylierungswert 
der unmethylierten DNA-Kontrolle wurde als Hintergrundrauschen von den jeweiligen Methylierungen abgezogen. Die 
durchgeführten Experimente wurden jeweilig in Triplikaten durchgeführt. DAC(Aza)=Aza-Cytidin, TSA=TrichostatinA 
**P≤0,01 *P≤0,05; horizontale Linien: Mittelwert; vertikale Linien: Fehler der Dreifachbestimmung. Unterstützt durch LM. 
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4.10. Charakterisierung der möglichen tumorsuppressiven Funktion von SFRP3 in 
LUAD und LUSC 
 
Das normale respiratorische sowie alveolare Epithel der Lunge exprimiert das SPRP3 Protein 
abundant, während primäre Adenokarzinome im Median eine 50%ige Reduktion und 
Plattenepithelkarzinome einen vollständigen Verlust des SFRP3 Proteins zu verzeichnen 
haben (Abb. 16). Kennzeichnend für eine mögliche klinische Rolle von SFRP3 besonders im 
humanen Adenokarzinom der Lunge ist der prognostische Einfluss der SFRP3 Expression vor 
allem in Patienten mit einem fortgeschrittenen Adenokarzinomen. Um diese mögliche 
klinische Relevanz auf funktioneller Ebene zu untermauern wurde in dieser Studie erstmalig 
der Wirkmechanismus von SFRP3 im NSCLC untersucht. Die angestrebte funktionelle 
Charakterisierung von SFRP3 basierte auf der Etablierung zweier unabhängiger gain-of-
function Modelle zur Analyse der möglichen tumorsuppressiven Eigenschaften von SFRP3 im 
Adenokarzinom sowie Plattenepithelkarzinom der Lunge. Die Auswahl geeigneter 
Tumormodelle für die Rekonstruktion der SFRP3 Expression vergleichend zum 
Lungennormalgewebe stellt die Grundlage einer erfolgreichen funktionellen Untersuchung 
eines Zielgens dar. So spiegelt zunächst ein SFRP3-transient exprimierendes Zellkulturmodell 
das heterogene SFRP3 Expressionsprofil innerhalb des Zell-Pools des Lungennormalgewebes 
wider, wohingegen ein stabil SFRP3-exprimierendes Zellsystem für vergleichende Analysen 
und Signalwegs-basierte Untersuchungen genutzt wurde. Diese in vitro Tumormodelle 
dienten vorrangig der Identifikation der möglichen Tumorsuppressorfunktion von SFRP3 in 
LUAD, wobei äquivalente in vitro LUSC-Modelle zur vollständigen Charakterisierung der 
Wirkung von SFRP3 in den Hauptsubtypen des Bronchialkarzinoms mitgeführt wurden. Die 
durchgeführten funktionellen Tests beziehen sich dabei auf elementare Eigenschaften von 
Tumorzellen, wie zum Beispiel einer gesteigerten Zellproliferation oder Reduktion der 
Zellapoptose. Weitere Merkmale, die in aggressiven Tumoren sowie im Verlauf der 
Prrogression an Stellenwert zunehmen, beziehen sich auf Veränderungen im 
Migrationsverhalten von Zellen und mögliche Änderungen in der Zelladhäsion zwischen 
SFRP3 exprimierenden Zellen und Kontrollzellen.  
4.10.1. Transiente SFRP3 Expression in der LUAD Zelllinie SK-LU-1 
 
Transiente Tumormodelle beruhen auf der heterogenen Re-Expression des zu untersuchenden 
Zielgens innerhalb eines Zell-Pools.  Die Basis der Analysen stellte die transiente 
Transfektion der Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 (geringe basale Expression) mit dem 
SFRP3-Überexpressionsvektor pT-Rex-DEST30 dar. Nach erfolgter Vektortransfektion 
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wurden die Zellen keiner auf Geneticin-basierten Selektion unterzogen um eine Heterogenität 
der SFRP3-Expression innerhalb des Zell-Pools beizubehalten. Somit sollte vermieden 
werden, dass Tumorzellen mit niedriger SFRP3-Expression einen potentiellen 
Wachstumsvorteil gegenüber Zellen mit erhöhtem SFRP3-Niveau besitzen. Nach 72-
stündiger Inkubation der Zellen mit dem entsprechenden Transfektionsansatz wurde die 
ektopische SFRP3 mRNA Expression zunächst mittels quantitativer Real-time PCR bestätigt 
und die SFRP3-exprimierenden sowie Leervektor-Kontrollzellen für die jeweiligen 
funktionellen Experimente eingesetzt. 
Auf erster Ebene wurde die komplexe Eigenschaft der Koloniebildung mittels eines 2D-
basierten Koloniebildungstest (engl. colony formation assay - CFA) untersucht. In diesem 
Zusammenhang spielt besonders ein zellverbandspezifisches Verhalten eine tragende Rolle. 
Dies ist einerseits von der Interaktion der Zelle mit der ECM sowie andererseits von der 
Interaktion mit Nachbarzellen abhängig (D Hanahan 2000; Douglas Hanahan and Weinberg 
2011). Hierfür wurden jeweils 1000 Zellen der SFRP3-exprimierenden SK-LU-1 Zellen sowie 
Kontrollzellen ausgesät und über einen Zeitraum von zehn Tagen kultiviert. Nach Ablauf der 
Versuchszeit mit anschließender semiquantitativer, densitometrischer Auswertung zeigte sich 
eine hochsignifikante Reduktion  (P≤0,001) der relativen Koloniebildung von SFRP3-
positiven SK-LU-1 Zellen (Median 0,8; 25-75% Quartil: 0,75-0,86), normiert auf den Median 
der Leervektor-Kontrollzellen (Median 1; 25-75% Quartil: 0,96-1,08) (Abb. 23A). 
Exemplarische Darstellungen der gefärbten SFRP3 und Leervektor-Zellen (LK) zeigt das 
makroskopische Ergebnis der reduzierten Koloniebildung in SFRP3-positiven SK-LU-1 
Zellen. Da ein verändertes Koloniebildungsvermögen mit einer SFRP3-vermittelten Änderung 
der Zellproliferation einhergehen kann, wurde nachfolgend das Proliferationsvermögen 
SFRP3-negativer sowie positiver SK-LU-1 Zellen mittels CASY-basierter Impedanz-Messung 
und XTT-basierter Fluoreszenzmessung analysiert (Abb. 23B und C). Hierfür wurde die 
Zellzahlzunahme über einen Versuchszeitraum von 96 Stunden mittels CASY-Messung in drei 
unabhängigen Versuchen quantifiziert. Die Normierung der Zellzahl zu jedem Messzeitpunkt 
erfolgte auf den ermittelten Wert nach 24-stündiger Inkubation. Über einen Verlauf von 96h 
konnte keine Änderung der relativen Zellzahlen SFRP3-exprimierender SK-LU-1 Zellen im 
Gegensatz zu Kontrollzellen (-SFRP3) dargelegt werden (Abb. 23B). Die Box-Plot Analyse 
der terminalen Zellzahlen nach 96 Stunden unterstreicht eine gleichbleibende 
Proliferationsrate (P=0,136) in SFRP3-exprimierenden SK-LU-1 Zellen (Median 612,3%; 25-
75% Quartil: 480-656%) im Vergleich zu -SFRP3 Zellen (Median 631,1%; 25-75% Quartil: 
614-791%)(Abb. 23B). Eine unabhängige Methode der Bestimmung der Zellproliferation 
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basiert auf dem Stoffwechselumsatz des XTT-Salzes (Roche). Hierzu wurden zunächst 1000 
Zellen in einem 6-fach Ansatz wiederum über einen Zeitraum von 96h kultiviert und jeweils 
nach 24 Stunden der Stoffwechselumsatz photometrisch quantifiziert. Der Mittelwert des 6-
fach Ansatzes jedes Zeitpunktes unter Abzug des Hintergrundwertes wurde auf den 
Mittelwert nach 24-stündiger Inkubation normiert. Der XTT-Zellproliferationstest wurde in 
drei unabhängigen Wiederholungen durchgeführt. Die Verlaufsdarstellung des Messzeitraums 
dokumentiert den Trend einer Zellproliferationsreduktion von +SFRP3 im Vergleich zu -
SFRP3 SK-LU-1 Zellen bereits ab einer 72 h Inkubationszeit bis hin zum Versuchsende nach 
96h (Abb. 23C). Die statistische Analyse mittels Box-Plot legte keinen signifikanten Einfluss 
einer gesteigerten SFRP3 Expression auf die relative Zellproliferationsrate (P=0,100) von 
SFRP3-positiven SK-LU-1 Zellen (Median 7,54; Spannweite 5,08-8,23) im Vergleich zu 
Kontrollzellen (Median 10,4; Spannweite 8,66-10,6) (Abb. 23C) offen.  
Neben der Zellmatrix-Adhäsion ist die Migrationsfähigkeit von Tumorzellen eine 
fundamentale Eigenschaft progressiver Zellen, die eine lokale Infiltration sowie spätere 
Stufen der Metastasierung unterstützen kann (Sahai 2005). In diesem Kontext wurde anhand 
eines 2D-Wundheilungstest (engl. wound healing bzw. scratch assay) SFRP3-exprimierender 
sowie Kontroll-SK-LU-1 Zellen in drei unabhängigen Versuchen untersucht, inwieweit 
SFRP3 migratorische Eigenschaften der jeweiligen Zellen determiniert. Kultureinsätze der 
Firma Ibidi dienten der Bereitstellung einer, in allen Versuchen nahezu vergleichbaren, 
unbesiedelten 500 µm breiten Oberfläche zwischen zwei Kammern. Nach Entfernung des 
Einsatzes wurde die zellfreie Fläche nach 0 h, 12 h, 16 h und 20 h dokumentiert. Über den 
Verlauf von 20 Stunden war zu beobachten, dass SFRP3-transfizierte SK-LU-1 Zellen im 
Vergleich zu Kontrollzellen die Wunde tendenziell schneller schließen konnten (Abb. 23D). 
Nach 12 Stunden des Versuchszeitraums besiedelten SFRP3-exprimierende SK-LU-1 Zellen 
die Wunde um 10,9% und zum Zeitpunkt 16 h um 9,8% schneller. Die semiquantitative 
Auswertung der zellfreien Oberflächen zum Endzeitpunkt nach 20 Stunden zeigte ein 
verbliebenes medianes zellfreies Areal von 5,09% bei SFRP3-defizienten Zellen (Spannweite 
1,53-5,8) sowie 1,18% bei SFRP3-positiven SK-LU-1 Zellen (Spannweite 0,87-2,18)  (Abb. 
23D). Diese Tendenz verfehlte aber einem signifikanten Nachweis.  
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Abbildung 23: Funktionelle Untersuchungen der Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 nach erfolgter transienter SFRP3-
Transfektion. (A) Analyse des Koloniebildungsvermögens von SFRP3-exprimierender SK-LU-1 Zellen (+SFRP3) und 
Leervektor-transfizierter Kontrollzellen (-SFRP3) verdeutlicht eine hochsignifikante Reduktion der Koloniebildung bei 
forcierter SFRP3-Expression. Exemplarische Darstellungen der ausgewerteten Kulturschalen unterstreicht das erhaltene 
Ergebnis. (B) Die Reduktion der Zellzahlzunahme von SFRP3- positiven Zellen (+SFRP3) im Gegensatz zu Kontrollzellen (-
SFRP3) konnte mit Hilfe der CASY-vermittelten Impedanz-Messung nicht gezeigt werden. (C) XTT-basierte Ermittlung der 
Zellproliferation validierten keinen Einfluss einer erhöhten SFRP3 Expression auf die Proliferationsrate von SFRP3-
exprimierenden SK-LU-1 Zellen (+SFRP3). (D) Ein Wundheilungstest über einen Zeitraum von 20h zeigte ein tendenziell 
beschleunigtes Migrationsverhalten von SFRP3-positiven Zellen (+SFRP3) im Gegensatz zu Kontrollzellen auf. Die 
beschriebenen Untersuchungen wurden jeweils im Triplikatansatz durchgeführt und zudem in dreifacher Wiederholung 
realisiert (ausgenommen Migrationstest). ***P≤0,001; ns= keine Signifikanz; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: 
Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. Unterstützt durch LM. 
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4.10.2. Stabile SFRP3 Transfektion der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 
 
Die Etablierung eines geeigneten in vitro Tumormodell zur Wiederherstellung der SFRP3 
Expression (engl. gain of function) stellt die Grundlage der funktionellen Charakterisierung 
und der Untersuchung des Einflusses von SFRP3 auf die Tumorgenese von Adeno- sowie 
Plattenepithelkarzinomen dar. Neben Studien von transienten Tumormodellen, die ein 
physiologisches Modell basierend auf einem nicht einheitlichen Expressionsprofil eines 
heterogenen Zell-Pools nachstellen, ermöglicht die Generierung eines stabilen SFRP3 
Expressionsmodells eine hohe Vergleichbarkeit gewonnener Ergebnisse aufgrund einer 
homogenen SFRP3 Expression des jeweiligen Zellklons und liefert damit eine essentielle 
Grundlage zur Analyse möglicher Folgen, einer aberranten SFRP3 Expression zur Regulation 
putativer Zielsignalwege. 
In Konkordanz zum Adenokarzinom der Lunge konnten Voruntersuchungen der SFRP3 
Expression einen nahezu vollständigen Verlust der mRNA Expression sowie des Proteins in 
primären Plattenepithelkarzinomen aufzeigen (Abb. 14 und 16). Zudem verdeutlichten 
univariate Überlebensanalysen der Kaplan-Meier-Plattform einen möglichen prognostischen 
Einfluss von SFRP3 auf das Gesamtüberleben von Plattenepithelkarzinom-Patienten (Abb. 
12C). Um eine potentiell klinische Relevanz auf funktioneller Ebene zu untermauern sollte in 
dieser Arbeit eine mögliche biologische Funktion von SFRP3 im Plattenepithelkarzinom 
analysiert werden. Hierzu wurde der SFRP3-Überexpressionsvektor pT-Rex-DEST30 stabil in 
das Genom der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 integriert. Eine entsprechende 
Geneticin-Verdünnungsreihe (G418) mit H157 Wildtypzellen legte vor Beginn der stabilen 
Transfektion die notwendige G418-Konzentration (1 µg/µl) zur erfolgreichen Selektion 
transfizierter Zellen fest. Schlussendlich wurden 39 SFRP3-Klone (+SFRP3) und 13 
Leervektor-Klone (-SFRP3) in Reinkultur gebracht. Die Wiederherstellung der SFRP3 
Expression der selektierten Einzelzellklone wurde zunächst für den jeweiligen SFRP3-Klon 
auf mRNA Ebene korrespondierend zu den Leervektor-Klonen verifiziert (Abb. 24A). Die 
Normalisierung der SFRP3 mRNA Expression entsprechender Klone erfolgte auf den Median 
der SFRP3 Expression der Leervektor-Klone. Die mediane Überexpression, der in Reinkultur 
gebrachten SFRP3-Klone, betrug das 241,6-fache (25-75% Quartil: 75-2213) der medianen 
Kontrollklon-Expression (Abb. 24B), wobei die SFRP3-Klone #VK1 mit einer relativen 
SFRP3 Expression von 3500,5; #VK2 mit 7661,1; #VK7 mit 8699,2 und #VK13 mit 1487,1 
für die funktionellen Analysen zur Charakterisierung der möglichen Funktion von SFRP3 im 
Plattenepithelkarzinom genutzt wurden. Aus diesem Grund wurden Zellproliferationsanalysen 
mit Hilfe der CASY-basierten Zellzählmethodik sowie der unabhängigen 
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Zellproliferationsbestimmung mittels XTT-Reagenz äquivalent der Untersuchungen von 
SFRP3 transient transfizierten A549-Zellen durchgeführt. Der durchgeführte XTT-Test wurde 
in drei unabhängigen Versuchen wiederholt. Die Darstellung der Proliferationszunahme über 
den Versuchszeitraum von 96h der zusammengefassten -SFRP3 und +SFRP3-Klone 
dokumentierte keine Zellproliferationänderung (∆=1,17) von SFRP3-exprimierenden Klonen 
(Mittelwert 7,52) im Vergleich zu Kontrollklonen (Mittelwert 6,35) ab einem Zeitpunkt von 
72 h (Abb. 24). Die Analyse der terminalen Werte am Ende des Versuchszeitraums von 96h 
unterstreicht eine fehlende Proliferationsänderung (P=0,573) nach erfolgter SFRP3-Re-
Expression (Median 15,4; 25-75% Quartil 9,81-17,6) im Vergleich zu Leervektor-Kontrollen 
(Median 11,2; 25-75% Quartil 7,81-16,1) (Abb. 24C). Zur Verifizierung dieses Resultats 
wurde ein zweites Messverfahren zur Bestimmung der Zellproliferation auf Basis der 
Zellzahlzunahme und dessen quantitativer Erfassung realisiert. Hierfür wurde die Zellzahl 
jedes H157-Klones in 24-stündigen Intervallen mittels CASY-basierter Impedanzmessung 
bestimmt und auf die Zellzahl zum Zeitpunkt von 24 h normalisiert. Das Ergebnis der 
Zellzählmethodik fasst die Resultate von drei unabhängigen Versuchen zusammen. 
Vergleichend zur XTT-Proliferationsbestimmung zeigte die quantitative Analyse der 
Zellzahlen von SFRP3- sowie Leervektor-Klonen über den Messzeitraum von 96h keine 
differenzielle Veränderung der relativen Zellzahlzunahme in Abhängigkeit der SFRP3-Re-
Expression (Abb. 24D). Die Untersuchung der abschließenden Zellzahlen zum Zeitpunkt von 
96h verdeutlicht keinen Unterschied (P=0,751) zwischen der relativen Zellzahlzunahme der 
Kontroll- (Median 10,8; 25-75% Quartil 9,56-12,2) und SFRP3-exprimierenden Gruppe 
(Median 10,1; 25-75% Quartil 8,31-15,6).  
Der Koloniebildungstest bietet die Möglichkeit im Rahmen eines erweiterten 
Proliferationstest das Zellwachstum über einen verlängerten Zeitraum von zehn Tagen zu 
dokumentieren sowie zusätzlich mögliche morphologische Veränderung durch eine aberrante 
SFRP3 Expression zu diskriminieren. Das Koloniebildungsvermögen von SFRP3-
exprimierenden sowie Kontroll-H157 Zellen wurde in drei unabhängigen Versuchen mit 
Triplikaten der jeweiligen Klone (#LK5, #LK7, #LK8, #LK9 sowie #VK1, #VK2, #VK7, #VK9) 
durchgeführt. Nach Ablauf des Versuchszeitraums erfolgte die Färbung der Zellkolonien mit 
anschließender densitometrischer Auswertung gefärbter Zellen mit Hilfe der Software 
ImageJ. Die Box-Plot Analyse der relativen Koloniebildung der untersuchten Klone, 
normalisiert auf das mediane Koloniebildungsvermögen der Kontrollzellen (Median 1; 25-
75% Quartil 0,635-1,27), verdeutlichte kein signifikant (P=0,643) verändertes relatives 
Koloniebildungsvermögen nach gesteigerter SFRP3 Expression (Median 0,965; 25-75% 
4. Ergebnisse 
 
124 
 
Quartil 0,755-1,12) (Abb. 24E). Im weiteren Verlauf wurde die Fähigkeit der 
Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 in Abhängigkeit der SFRP3 Expression auf einer 
Oberfläche zu adhärieren untersucht. Hierzu wurden 6-Well-Kulturplatten mit dem 
Basalmembran-imitierenden, Zellmatrixprotein- und Wachstumsfaktorreichen Matrigel 
beschichtet. Die Quantifizierung der Adhäsionsraten je Zellklon erfolgte auf dem Prinzip der 
Zellfärbung mittels Kristallviolett und anschließender photometrischer Messung. Die 
ermittelten photometrischen Werte der SFRP3-Klone wurden zudem auf den Median der 
Kontrollklone normalisiert. So zeigten SFRP3-exprimierende H157 Zellen (Median 0,995; 
25-75% Quartil 0,692-4,11) keine veränderte relative Zelladhäsion (P=0,793) im Vergleich zu 
korrespondierenden SFRP3-negativen Zellen (Median 1; 25-75% Quartil 0,303-1,43) (Abb. 
24F). Abschließend stellte sich die Frage inwiefern ein Verlust von SFRP3 progressive 
Eigenschaften von LUSC-Zellen beeinflussen könnte. Hierfür sollte wiederum anhand eines 
2D-Wundheilungstest  von SFRP3-exprimierenden sowie Kontroll-H157 Zellen in drei 
unabhängigen Versuchen untersucht werden, inwieweit SFRP3 migratorische Eigenschaften 
der jeweiligen Zellen beeinflusst.  
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Abbildung 24: Funktionelle Untersuchungen der stabil SFRP3 transfizierten Plattenepithelkarzinomzelllinie H157. (A 
und B) Darstellung der SFRP3 mRNA Expression in Reinkultur gebrachter SFRP3-exprimierender und Leervektor-H157-
Klone (-SFRP3). Die mediane SFRP3 Re-Expression der SFRP3-Klone betrug das 241,6-fache der medianen Expression der 
Kontrollgruppe. Funktionelle Analysen wurden mit den Klonen #LK5, #LK7, #LK8, #LK9 sowie #VK1, #VK2, #VK7 und 
#VK9 durchgeführt. (C) Untersuchung der H157-Zellen auf eine veränderte Proliferationsrate in Abhängigkeit der SFRP3-
Expression. Auf Basis des XTT-Proliferationstests konnte kein Unterschied zwischen +SFRP3 und -SFRP3-Klonen ermittelt 
werden. (D) Eine unabhängige Analyse der Zellzahlzunahme mittels CASY-basierter Impedanzmessung der jeweiligen 
Klone verifizierte das Ergebnis keines veränderten Zellwachstums bedingt durch SFRP3. (E) Untersuchungen des 
Koloniebildungsvermögens SFRP3-positiver und Kontrollzellen zeigen keinen statistisch signifikanten Einfluss von SFRP3 
auf die Koloniebildung der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157. (F) Die Zelladhäsion der H157-Klone auf einen Matrigel-
beschichteten Untergrund verhält sich im Median zwischen Kontroll- (Median 1) und SFRP3-Klonen (Median 0,995) 
vergleichbar.  (G und H) Die Migrationsfähigkeit SFRP3-exprimierender H157-Zellen weist nach 12 h eine mittlere 
Differenz von 9,8% im Gegensatz zu Kontrollzellen auf, wohingegen zum Ende des Versuches kein Unterschied (P=0,721) 
in der verbliebenden zellfreien Flächen zwischen beiden Gruppen besteht (+SFRP3 Median 5,4; -SFRP3 Median 4,07). (H) 
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Exemplarische Darstellung des Wundheilungstest eines -SFRP3 und +SFRP3-Klons zu Beginn der Analyse (0 h) und 
Endzeitpunkt nach 36 h. Die jeweiligen Untersuchungen wurden in Triplikaten und dreimaliger unabhängiger Wiederholung 
durchgeführt. ***P≤0,001; ns= keine Signifikanz; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; 
Box: 25%-75% Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. 
Hierfür wurde das zellfreie Areal anschließend jeweils nach 12 h, 24 h bis zum vollständigen 
Bewuchs des Spaltes nach 36 h mikroskopisch dokumentiert und mittels ImageJ 
densitometrisch quantifiziert (Abb. 24G). Makroskopisch zeigten SFRP3-exprimierende 
H157-Klone bereits nach 12-stündiger Inkubation eine mittlere reduzierte Besiedlung der 
zellfreien Oberfläche im Vergleich zu Kontrollzellen (∆9,8%). Die beobachtete 
Verminderung der Migrationsfähigkeit von SFRP3-Klonen reduzierte sich zum Zeitpunkt von 
24 h auf ∆2,8% und war zum Ende des Versuches nach 36 h mit der restlichen freien 
Oberfläche der Kontroll-Klone vergleichbar (Abb. 24G). Box-Plot Analysen der zellfreien 
Fläche von SFRP3-exprimierenden (Median 5,4; 25-74% Quartil 0,87-31,0) sowie 
Leervektor-Klonen (Median 4,07; 25-75% Quartil 0,87-14,7) verdeutlichten ein 
vergleichbares (P=0,721) Migrationsverhalten der untersuchten Klone am Versuchsende (36 
h)  (Abb. 24G und H). Zusammenfassend konnten die durchgeführten funktionellen 
Untersuchungen der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 keinen eindeutigen Einfluss einer 
gesteigerten SFRP3 Expression auf fundamentale Eigenschaften von Tumorzellen darstellen 
und unterstreichen möglicherweise eine fehlende klinische Relevanz von SFRP3 auf das 
Überleben von LUSC-Patienten.   
4.10.3. Stabile SFRP3 Transfektion der Adenokarzinomzelllinie A549 
 
Die funktionelle Charakterisierung und Untersuchung des Einflusses von SFRP3 auf die 
Progression eines Adenokarzinoms der Lunge basierte auf der Wiederherstellung der SFRP3 
Expression in der humanen Adenokarzinomzelllinie A549. Diese Zelllinie zeigt in Folge eines 
erhöhten Methylierungsgrades in putativ regulatorischen Bereichen des SFRP3 Exon1 einen 
nahezu vollständigen Verlust der SFRP3 mRNA Expression (Abb. 22A und B) und bildet 
somit die Grundlage für ein geeignetes in vitro Tumormodell zur Etablierung einer stabilen 
SFRP3 Re-Expression. Vor Beginn der Transfektion wurde mit Hilfe einer entsprechenden 
Genetecin-Verdünnungsreihe (G418) von Wildtyp A549 Zellen die zur Selektion geeignete 
Konzentration von 1 µg/µl bestimmt. Im Anschluss erfolgte die stabile Integration des 
SFRP3-Überexpressionsvektors pT-Rex-DEST30 in das Genom der A549 Zellen. 
Abschließend konnten 15 Leervektor-Klone (-SFRP3) und 38 SFRP3-Klone (+SFRP3) in 
Reinkultur gebracht werden, deren SFRP3 Expression zunächst auf mRNA Ebene evaluiert 
wurde (Abb. 25A). Die Normierung der relativen SFRP3 Expression der jeweiligen A549-
Klone wurde auf den Median der Expression der Kontrollzellen vorgenommen. SFRP3-
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exprimierende Klone zeigten im Median eine zur Kontrollgruppe 5,6-fache SFRP3 
Überexpression (P<0,001), wobei die Mehrheit (25-75% Quartil) der in Reinkultur gebrachten 
SFRP3-positiven Zellen eine 2,4 bis 87-fach erhöhte Expression aufwiesen (Abb. 25B). Eine 
abundante Steigerung der SFRP3-Expression bildete die Grundlage der in vitro Analyse einer 
möglichen Funktion von SFRP3 in der Tumorgenese von Adenokarzinomen der Lunge, 
weshalb die SFRP3-positiven Klone #7, #19, #25, #28 mit einer relativen SFRP3 Re-
Expression von 1728,1 (VK7); 888,4 (VK19); 861,1 (VK25) sowie 1065,0 (VK28) für die 
nachstehenden funktionellen Untersuchungen ausgewählt wurden. Die Leerklone LK10 (rel. 
Expression 0,8), LK21 (rel. Expression 1,2), LK28 (rel. Expression 1,0) und LK37 (rel. 
Expression 0,5) dienten als entsprechende Kontrollzellen.   
 
Abbildung 25: Generierung eines gain of function Tumormodells der humanen Adenokarzinomzelllinie A549. (A) 
Validierung der ektopischen SFRP3 Re-Expression in 15 Leervektor-Klonen (-SFRP3) und 38 SFRP3-Klonen (+SFRP3) 
mittels quantitativer Real-time PCR. Die Berechnung der relativen SFRP3 mRNA Expression der jeweiligen A549-Klone 
erfolgte durch Normierung der Einzelexpressionen auf den Median der Kontrollgruppe. Vertikale Linien: Fehler des 
Triplikatansatzes. (B) Vergleichende Darstellung der relativen SFRP3 mRNA Expression zwischen Kontroll- bzw. SFRP3-
Klonen. SFRP3-exprimierende Zellklone zeigten im Median eine 5,6-fach erhöhte mRNA Expression im Vergleich zu 
Kontrollzellen auf. ***P≤0,001; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%-75% 
Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. Unterstützt durch LM. 
Bisherige Analysen auf Transkriptomebene verifizierten eine ektopische SFRP3 mRNA 
Expression in den generierten SFRP3-positiven A549-Klonen. Im weiteren Schritt, wurde die 
SFRP3 Proteinexpression der jeweiligen Einzelzellklone mittels Immunfluoreszenzfärbung 
evaluiert. Abbildung 26 dokumentiert die exemplarischen Ergebnisse der 
Immunfluoreszenzreaktion der SFRP3-Klone #VK19, #VK28 sowie der Kontrollklone 
#LK10 und #LK21. Der untersuchte Zellenbereich jedes Klons wurde anhand von 
Durchlichtaufnahmen festgelegt. Zudem erfolgte eine Diskriminierung vitaler und 
nekrotisch/apoptotischer Zellen auf Basis einer DAPI-vermittelten Färbung (Abb. 26 DAPI). 
DAPI interkaliert vorrangig in AT-reiche Regionen der kleinen Furche doppelsträngiger DNA 
und verdeutlicht somit die Lokalisation des Zellkerns lebender Zellen. Aufgrund des Abbaus 
der Kernmembran und der Degradation der DNA während der Zellapoptose, wird keine 
DAPI-vermittelte Färbung bei apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen erzielt. Die 
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Dokumentation der SFRP3-spezifischen Färbung zeigte eine schwache zytoplasmatische 
sowie eine teilweise geringe perinukleäre SFRP3-Färbung der analysierten Kontrollzellen. Im 
Gegensatz dazu wiesen die SFRP3-positiven Klone VK19 und VK28 bei gleicher 
Belichtungszeit von einer Sekunde eine deutliche SFRP3 Lokalisation entlang der 
Kernmembran sowie eine moderate SFRP3-basierte Färbung des Zytoplasmas auf (Abb. 26 
SFRP3). Überlagerungsaufnahmen (engl. merge) der DAPI- bzw. SFRP3-Färbung 
untermauerten das Ergebnis einer erhöhten SFRP3 Proteinexpression in den stabil 
transfizierten SFRP3-Klonen im Bereich der Kernmembran sowie des Zellplasmas (Abb. 26 
merge). Durch Überlagerung dieser Aufnahmen wurde deutlich, dass die SFRP3 
Proteinlokalisation nicht mit einer DAPI-vermittelten Kernfärbung kollidierte. Die 
Validierung der durchgeführten Immunfluoreszenz fundiert auf dem äquivalenten 
Immunfluoreszenzablauf ohne Nutzung des primären SFRP3-Antikörpers und ermöglicht in 
diesem Zusammenhang Aussagen über eine mögliche Kreuz- bzw. Hintergrundreaktion des 
sekundären Alexa488-Antikörpers. Immunfluoreszenzaufnahmen eines SFRP3-
exprimierenden Klons (VK KTR) und eines Kontrollklons (LK KTR) deckte keine 
Hintergrundfärbung innerhalb der untersuchten Zellen auf (Abb. 26).  
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Abbildung 26: Validierung der ektopischen SFRP3 Expression in stabil transfizierten A549-Zellen. Untersuchung der 
SFRP3 Proteinexpression der exemplarischen A549-Klone #LK10, #LK21, #VK19 sowie #VK28 mittels Immunfluoreszenz 
(IF). Die IF-Aufnahmen der SFRP3-Klone (+SFRP3 VK) zeigen eine erhöhtes SFRP3 Proteinniveau im Bereich des 
Zytoplasmas sowie der Kernmembran im Vergleich zu korrespondierenden Kontrollklonen. DAPI diente zur spezifischen 
Färbung des Zellkerns durch Interkalation in die Zell-DNA. Fusionsaufnahmen (merge) dokumentierten keine Überlagerung 
der DAPI- sowie SFRP3-vermittelten Immunfluoreszenz in den analysierten Klonen. Zur Validierung und Kontrolle (KTR) 
der IF wurde die Färbung je eines LK und VK analog, jedoch ohne Nutzung des Anti-SFRP3-Primörantikörpers, 
durchgeführt.  Belichtungszeit 1sec, x100 Vergrößerungen.  
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4.10.4. Funktionelle Untersuchungen der stabil SFRP3 transfizierten A549-Zellen 
 
Nach Bestätigung einer ektopischen SFRP3 Expression sowohl auf Transkriptom- als auch 
auf Proteom-Ebene in den generierten A549-Klonen wurden funktionelle Analysen analog zu 
den Untersuchungen der Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 sowie der 
Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 durchgeführt. Zunächst sollte der Einfluss einer 
gesteigerten SFRP3 Expression auf das Zellwachstum der Adenokarzinomzelllinie A549 
mittels XTT-Proliferationstest sowie der CASY-basierten Impedanzmessung evaluiert 
werden. Im Zuge des Proliferationstests wurde der Stoffwechselumsatz des XTT-Salzes der 
SFRP3-positiven sowie korrespondierenden Kontrollklone photometrisch über einen 
Versuchszeitraum von 96 Stunden bestimmt, der Mittelwert des 6-fach Ansatzes berechnet 
und auf den jeweiligen Wert zum Zeitpunkt von 24 h normalisiert. Die Analyse der 
Zellproliferation in Abhängigkeit der zugrundeliegenden SFRP3 Re-Expression zeigte im 
Versuchsverlauf über 96 Stunden keinen Einfluss von SFRP3 auf das Zellwachstum von 
SFRP3-positiven A549-Klonen im Vergleich zu Kontrollklonen (Abb. 27A). Beide 
Zellgruppen wiesen zum terminalen Zeitpunkt (96h) im Mittel eine relative 
Zellproliferationszunahme von 10,2 (-SFRP3) und 9,7 (+SFRP3) auf (Abb. 27A). Die 
statistische Analyse der relativen Zellproliferation zum Zeitpunkt nach 96h verdeutlicht 
keinen signifikanten (P=0,977) Proliferationsunterschied beider Zellgruppen in Abhängigkeit 
der SFRP3 Expression (Abb. 27A). Auf Basis eines zweiten unabhängigen 
Zellproliferationstests mittels CASY-Impedanzmessung sollte das Fehlen eins SFRP3-
basierten Einflusses auf das Zellwachstum der Adenokarzinomzelllinie A549 verifiziert 
werden. Der Verlauf der Zellzahlzunahme aus drei unabhängigen Versuchen verdeutlichte 
zwischen SFRP3-exprimierenden Klonen und korrespondierenden Kontrollklonen kein 
verändertes Zellwachstum in Abhängigkeit der zugrundeliegenden SFRP3 Re-Expression 
(Abb. 27B). Zusammengefasst wiesen die SFRP3-positiven Klone eine mittlere relative 
Zellzahlzunahme von 564,7% und die Kontrollgruppe eine mittlere relative Zellzahlzunahme 
von 584,7% zum terminalen Zeitpunkt von 96h auf. Die statistische Auswertung der 
terminalen relativen Zellzahlzunahme nach 96 Stunden beider Zielgruppen zeigte keinen 
signifikanten Einfluss (P=0,32) einer abundanten SFRP3 Expression auf das Zellwachstum 
der Adenokarzinomzelllinie A549 (Abb. 27B).  
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Abbildung 27: Funktionelle Analysen stabil SFRP3-exprimierender Klone der Adenokarzinomzelllinie A549. (A) 
Kalorimetrischer XTT-Zellproliferationstest der SFRP3-Klone (+SFRP3) im Vergleich zu korrespondierenden 
Kontrollklonen (-SFRP3) zeigt im Verlauf von 96h keine Proliferationsveränderung in Abhängigkeit der SFRP3-Expression. 
Normalisierung erfolgte auf den jeweiligen photometrisch bestimmten Wert zum Zeitpunkt nach 24h. (B) Quantifizierung der 
Zellzahlzunahme der SFRP3-Klone (#7, 19, 25, 28) sowie Leerklone (#10, 21, 28, 37) über einen Zeitraum von 96h mittels 
CASY-basierter Impedanzmessung. Der Verlauf des Zellwachstums über 96h zeigt keine Änderung der Zellproliferation 
nach SFRP3-Re-Expression. (C) Die exemplarische Darstellung des Koloniebildungstests illustriert eine leichte Reduktion 
der Koloniedichte in SFRP3-Klonen (+SFRP3) im Gegensatz zu SFRP3-defizienten klonen (-SFRP3). Statisitsche Analysen 
bekräftigen die qualitative Beobachtung und verdeutlichen eine signifikante Reduktion des Koloniebildungsvermögens 
SFRP3-exprimierender A549-Zellen. Normierung der densitometrischen Werte erfolgte auf den Median der Kontrollzellen. 
(D) Zelladhäsionstest der generierten A549-Klone auf eine Matrigel-beschichtete Oberfläche verdeutlicht kein signifikant 
verändertes Adhäsionsverhalten der SFRP3-positiver Zellen (+SFRP3). Alle Untersuchungen wurden in 
Dreifachbestimmungen sowie dreifacher Wiederholung durchgeführt. vertikale Linien in A und C: Streuung aufgrund vier 
Klone; Box-Plot: vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25-75% Quartil; ns=keine Signifikanz; **P≤0,01, 
zweiseitiger Mann-Whitney U Test. Unterstützt durch LM. 
 
Im weiteren Verlauf der vorliegenden Studie bestand aufgrund initialer Untersuchungen der 
Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 weiterhin die Frage einer möglichen Auswirkung einer 
gesteigerten SFRP3 Expression sowohl auf  morphologische als auch auf Veränderungen des 
Koloniebildungsvermögens von A549-Zellen. Die Ergebnisse des Koloniebildungstests der 
untersuchten A549-Klone sind in Abbildung 27C zusammengefasst. Makroskopisch 
manifestierte sich nach Ablauf der 10-tägigen Kultivierung ein reduziertes 
Koloniebildungsvermögen SFRP3-exprimierender A549-Zellen im Vergleich zu 
korrespondierenden Kontrollklonen (Abb. 27C). Die semiquantitative Auswertung der 
fixierten und Kristallviolett gefärbten Zellen mittels densitometrischer Messung diente der 
Validierung des qualitativ beobachteten Koloniebildungsunterschiedes der SFRP3-Klone 
innerhalb der 6-Well-Oberfläche. Die Evaluierung resultierte, im Konsens des 
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makroskopischen Eindrucks, in einer signifikanten Reduktion (P≤0,01) der relativen 
Koloniebildung von SFRP3-positiven A549-Klonen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 
27C). Das mediane Koloniebildungsvermögen der A549 Leerklone wurde aufgrund der 
Normalisierung gleich 100% gesetzt (25-75% Quartil: 62,5-124,2%). Im Gegensatz dazu 
betrug die Reduktion der Koloniebildung nach ektopischer SFRP3 Expression 19,1% 
(Median: 80,9%; 25-75% Quartil: 60,8-100,1%). Im nächsten Schritt wurde die 
Adhäsionsfähigkeit der generierten A549-Klone auf eine mit Matrigel-beschichteter 
Oberfläche innerhalb eines definierten Zeitraums untersucht. Die photometrische Analyse des 
inkorporierten Farbstoffes SFRP3-exprimierender A549-Zellen sowie Kontrollzellen 
verdeutlichte keine signifikante Veränderung (P=0,406) des Adhäsionsvermögens SFRP3-
exprimierender A549-Klone (Abb. 27D). So betrug die Differenz der medianen Zelladhäsion 
∆=0,09 wobei für SFRP3-exprimierende Klone eine mediane relative Adhäsionsfähigkeit von 
1,09 (25-75% Quartil: 1,04-3,22) vergleichbar zur medianen relativen Adhäsion von 1 (25-
75% Quartil: 0,894-1,49) SFRP3-defizienter A549-Zellen zu verzeichnen war. Die 
Normalisierung der photometrischen Werte erfolgte auf die mediane Zelladhäsion der 
Kontrollgruppe. 
Abschließend sollte die Migrationsfähigkeit stabil SFRP3 transfizierter A549-Zellen mittels 
eines 2D-Wundheilungstests (engl. scratch assay) äquivalent zu den Analysen der 
Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 stratifiziert werden. Lichtmikroskopische Aufnahmen nach 
jeweils 12 h dokumentierten die Besiedlung der zellfreien Oberfläche bis zum vollständigen 
Bewuchs. Die semiquantitative Auswertung der verbliebenen zellfreien Fläche zu jedem 
Zeitpunkt und Normalisierung dieser Werte auf den Beginn der Untersuchung (0 h) stellt den 
Verlauf der Abnahme des zellfreien Areals dar. Abbildung 28 fasst die Abnahme an zellfreier 
Fläche für die untersuchten SFRP3-defizienten Klone (#10, 21, 28, 37) und SFRP3-
exprimierenden Klone (#7, 19, 25, 28) in drei unabhängig durchgeführten Versuchen 
zusammen. Es wurde deutlich, dass jeweils SFRP3-exprimierenden A549-Zellen in das 
zellfreie Areal bis zu 24 Stunden schneller migrierten. Bereits 12 Stunden nach Setzen der 
Wunde war die Zellmotilität SFRP3-positiver A549-Klone signifikant gesteigert (P<0,0001; 
∆=7,5%). Dieser Migrationsverlauf manifestierte sich ab dem Versuchszeitpunkt von 24h mit 
einer mittleren Differenz der Motilität von 12,1% (P<0,001). Nach  72 h konnte die größte 
Differenz der verbliebenen zellfreien Oberfläche von ∆=17,1% zwischen SFRP3-positiven 
und korrespondierenden SFRP3-negativen Klonen festgestellt werden (P=0,0141). Zudem 
besiedelten A549-Zellen mit abundanter SFRP3 Expression das zellfreie Areal bereits nach 90 
h nahezu vollständig, wobei die mittlere Differenz zwischen beiden Versuchsgruppen bei 
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∆=12,7% lag. Die Box-Plot Analyse der verbliebenen zellfreien Oberfläche zum terminalen 
Zeitpunkt nach 90 h verdeutlichte eine hochsignifikante Reduktion (P<0,0001) der zellfreien 
Oberfläche besiedelt durch SFRP3-exprimierende A549-Zellen (Median: 3,55%; 25-75% 
Quartil: 1,15-8,57%) in Konkurrenz zu SFRP3-defizienten Kontrollzellen (Median: 9,95%; 
25-75% Quartil: 4,55-32%), auf (Abb. 28B). Repräsentative Aufnahmen analysierter 
Wunden-Areale sind in Abbildung 28C dargestellt und untermauern eine durch SFRP3-
vermittelte Migrationszunahme entsprechender A549-Zellen. 
 
Abbildung 28: Einfluss von SFRP3 auf das Migrationsverhalten der Adenokarzinomzelllinie A549. (A) 2D-
Wundheilungstest der SFRP3-exprimierenden Klone (VK #7, 19, 25, 28) sowie Kontrollklone (LK #10, 21, 28, 37) 
verdeutlicht ein signifikant gesteigerte Zellmotilität nach SFRP3-Re-Expression über einen Zeitraum von 90 Stunden. (B) 
Die Box-Plot Analysen der zellfreien Areale zum Endzeitpunkt jedes Versuchs validierte ein gesteigertes 
Migrationsverhalten SFRP3-exprimierender A549-Zellen (P<0,0001; ∆=12,7%). (C) Repräsentative Darstellungen der 
Wunde zum Zeitpunkt nach 60 h sowie Versuchende nach 90 h vergleichen zwischen SFRP3-defizienten und -
exprimierenden A549-Klonen illustriert das entsprechende Ergebnis des Box-Plots. Die Migrationsanalyse erfolgte in 
Triplettbestimmung sowie drei unabhängigen Versuchen. Kurvenverlauf: vertikale Linien: Streuung aufgrund Triplett sowie 
vier Klone; Box-Plot: horizontale Linie: Median; vertikale Linie: Minimum und Maximum; Box: 25-75% Quartil; ns=keine 
Signifikanz; *P≤0,05 ***P≤0,001, zweiseitiger Mann-Whitney U Test. Unterstützt durch LM. 
 
4.10.5. Analyse der morphologischen Veränderung SFRP3-exprimierender A549-Zellen 
 
Die Steigerung der motilen Fähigkeiten SFRP3-transfizierter A549-Zellen im 2D-
Wundheilungstests deutete auf eine mögliche Unterstützung grundlegender 
Migrationsmechanismen hin (Olson and Sahai 2009). Zudem konnte im Verlauf des Scratch-
Assay und der Kultivierung generierter A549-Klone eine morphologische Veränderung 
SFRP3-exprimierender Zellen (+SFRP3) makroskopisch beobachtet werden. Die 
Zellbewegung wird dabei maßgeblich durch das zugrundeliegende Zytoskelett determiniert 
(Pollard and Borisy 2003). Durchlichtaufnahmen SFRP3-positiver Zellklone vergleichend zu 
SFRP3-defizienten Kontrollzellen verdeutlichen ein vereinzeltes Wachstum mit reduzierter 
Interaktion mit Nachbarzellen sowie einer mesenchymalen Zellform mit ausgeprägten 
Zellfortsätzen (Filopodien) (Abb. 29). Aufgrund dieser Beobachtungen sollte das der Zelle 
zugrunde liegenden Aktin-Zytoskeletts mittels Immunfluoreszenzfärbungen (IF) der 
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entsprechenden A549-Zellen stratifiziert werden. Die durchgeführte IF beruht auf der 
Nutzung eines Phalloidin-Alexa488 gekoppelten Antikörpers mit hoher Affinität zu F-Aktin, 
weshalb durch Kopplung des Alexa488-Fluorophors eine Visualisierung der zellulären 
Aktinfasern und -Bündel ermöglicht wird. Abbildung 29 dokumentiert die repräsentative 
Darstellungen der Immunfluoreszenzfärbung je eines SFRP3-defizienten (-SFRP3) sowie 
eines SFRP3-exprimierenden A549-Klons (+SFRP3). Es konnte festgestellt werden, dass 
A549-Kontrollzellen feinfaserige Aktin-Stressfasern ausbilden, wohingegen SFRP3-
exprimierenden A549-Zellen deutlich verstärkte Aktin-Stressfasern formieren (Abb. 29). 
Diese enden zudem an der Zellperipherie in den fokalen Adhäsionskomplexen der Filopodien, 
was der Kontraktion und schlussendlich der Zellfortbewegung dient (Brew et al. 2009). DAPI 
wurde zur spezifischen Färbung des Zellkerns genutzt. Überlagerungsdarstellungen DAPI- 
und Alexa488-Aufnahmen dokumentieren ein Zellkern-überspannendes Aktin-Stressfaser-
Netzwerk in beiden Zellgruppen, wobei sich ein verstärktes Aktin-Zytoskelett in der 
Subgruppe der SFRP3-exprimierenden A549-Zellen abzeichnet (Abb. 29).  
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Abbildung 29: Morphologische Veränderung und Darstellung des Aktin-Zytoskeletts in repräsentativen A549-
Zellklonen. Aufnahmen der Zellmorphologie exemplarischer A549-Klone (#LK10, #VK25) mittels Durchlichtmikroskopie 
verdeutlicht einen mesenchymalen Zelltyp und vereinzeltes Wachstum von SFRP3-exprimierenden Zellen (+SFRP3). 
Immunfluoreszenzfärbung des Aktin-Zytoskeletts der A549-Klone mit Hilfe eines Phalloidin-Alexa488 gekoppelten 
Antikörpers. SFRP3-positive Zellen  zeigen verstärkte Aktin-Stressfasern im Bereich der Zellperipherie und Filopodien. 
DAPI dient der spezifischen Färbung des Zellkerns aufgrund der Interkalation in die DNA vitaler Zellen. 
Überlagerungsaufnahmen (merge) von DAPI und Phalloidin-Alexa488 visualisiert ein überspannendes Aktin-Zytoskelett. 
SFRP3-defiziente Zellklone weisen ein feinfaseriges Aktin-Netzwerk auf, wohingegen SFRP3-Klone dominante Aktin-
Fasern bilden. Vergrößerung x400 
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4.10.6. Stratifizierung des SFRP3-vermittelten Wirkmechanismus auf Veränderungen der 
Zellmorphologie  
 
Im nächsten Schritt dieser Studie sollte der Mechanismus, welcher nach Wiederherstellung 
der SFRP3 Expression zu einem erhöhten Migrationsverhalten und morphologischer 
Veränderung der A549-Zellen führt, mit Hilfe von Pulldown-Analysen sowie 
Phosphorylierungsspezifischen Antikörpern für zentrale Komponenten des nicht-kanonischen 
WNT-Signalweges stratifiziert werden. Hierzu standen vor allem Untersuchungen zur 
Veränderungen der Proteinmenge der fokalen Adhäsionskinasen (FAK), das Verhältnis 
zwischen aktivierter sowie Gesamtmenge der Rho-GTPase sowie 
Phosphorylierungsveränderungen der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK) im Vordergrund. 
Fokale Adhäsionskomplexe sind intrazelluläre Proteinverbindungen, die aus bis zu 50 
verschiedenen Proteinen aufgebaut sein können und am Ende von Aktin-Bündel an der 
Plasmamembran lokalisiert sind (Zaidel-Bar et al. 2004; Zamir and Geiger 2001). Die fokale 
Adhäsion stellt dabei eine mechanische Zellverankerung zwischen dem Aktin-Zytoskelett 
einer Zelle und der bewachsenen Oberfläche bzw. extrazellulären Matrix (ECM) dar und 
deren dynamischer Auf- sowie Abbau spielt vor allem bei der Zellmigration eine 
entscheidende Rolle (Zaidel-Bar et al. 2004). Neben einer ganzen Reihe von strukturgebenden 
Proteinen finden sich in fokalen Adhäsionskomplexen weitere signalübertragende Proteine 
wie die fokale Adhäsionskinase (FAK). FAK ist eine zytoplasmatische Tyrosinkinase die an 
der Integrin-vermittelten Signaltransduktion und somit an der Zellmigration und -ausbreitung 
beteiligt ist (Parsons et al. 2000). Die Aktivierung dieser Adhäsionskinase beruht auf der 
Autophosphorylierung des Tyrosinrests an der Aminosäureposition 397 sowie der Src-Kinase-
vermittelten Phosphorylierung der Tyrosine 576/577 und 925. Mit Hilfe 
phosphorylierungsspezifischer Antikörper für Gesamt-FAK und die beschriebenen 
Tyrosinpositionen wurde die relativen Mengen an phosphoryliertem FAK im Verhältnis zu 
Gesamt-FAK aus dem Proteinlysat der jeweiligen A549-Klone mittels Western Blot 
quantifiziert (Abb. 30A). Der Nachweis von ß-Aktin diente der Visualisierung der 
aufgetragenen Proteinmengen. Die Übersichtsdarstellung des im Western Blot erhaltenen 
Gesamt-FAK-Signals für die analysierten SFRP3-defizienten A549-Klone #LK10, #LK21, 
#LK28, #LK37 sowie SFRP3-exprimierenden Zellen #VK19, #VK25, #VK28, #VK44 zeigte 
eine makroskopisch nahezu identische Menge an Gesamt-FAK in den untersuchten 
Proteinlysaten. Die Menge an Tyrosin 925, 576/577und 397 Phosphorylierung schien in den 
SFRP3-positiven A549-Klonen #VK19 und #VK44 zu den korrespondierenden 
Kontrollklonen vergleichbar zu sein. Lediglich die SFRP3-exprimierenden A549-Klone 
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#VK25 und #Vk28 zeigten eine Reduktion der FAK-Phosphorylierung an den 
Tyrosinpositionen 397, 576/577, 925 (Abb. 30A). Die semiquantitative Auswertung der im 
Western Blot erhaltenen Proteinsignale zeigte eine tendenzielle Reduktion (P=0,200) der 
relativen Proteinmengen von Tyrosin397 phosphoryliertem FAK in den untersuchten SFRP3-
positiven Klonen (Median: 0,85; 25-75% Quartil: 0,72-0,98) vergleichend zur Kontrollgruppe 
(Median: 1; 25-75% Quartil: 0,97-1,02) (Abb. 30B). Die Auswertung der Src-abhängigen 
FAK-Phosphorylierung an den Tyrosinpositionen 576/577 zeigte keine Veränderungen 
(P=1,00) in SFRP3-exprimierenden A549-Zellen (Median: 0,83; 25-75% Quartil: 0,59-1,09) 
im Gegensatz zu korrespondierenden Kontrollzellen (Median: 1; 25-75% Quartil: 0,97-1,02) 
(Abb. 30C). Abschließend konnte eine signifikante Abnahme (P=0,028) der Tyrosin925 
Phosphorylierung in SFRP3-exprimierenden Klonen (Median: 0,7; 25-75% Quartil: 0,58-
0,84) in Konkurrenz zu korrespondierenden SFRP3-defizienten Klonen (Median: 1; 25-75% 
Quartil: 0,98-1,02) festgestellt werden(Abb. 30D). Die Quantifizierung der relativen 
Proteinmengen erfolgte unter Normalisierung der densitometrischen Werte auf ß-Aktin, 
aufgrund der Vergleichbarkeit eingesetzter Gesamtproteinmengen, sowie nachfolgender 
Normierung auf die Menge detektierten Gesamt-FAK. Abschließend wurde die mediane 
Proteinmenge der Kontrollzellen gleich 1 gesetzt. 
 
Abbildung 30: Western Blot-Analyse zur Feststellung eines SFRP3-vermittelten Einflusses auf zentrale FAK-
Phosphorylierungsstellen. (A) Darstellung der Proteinmengen von Gesamt-FAK sowie FAK-Phosphorylierung an den 
Tyrosinpositionen 397, 567/577 und 925. Die Ladekontrolle ß-Aktin reflektiert die eingesetzte Gesamtproteinmenge. Der 
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Proteinnachweis erfolgte an Proteinlysate der Kontrollklone #LK10, #LK21, #LK28, #LK37 sowie der SFRP3-Klone 
#VK19, #VK25, #VK28, #VK44. (B bis D) Die densitometrischen Auswertungen der Proteinmengen der Tyrosin 397, 
567/577 und 925 Phosphorylierungen verdeutlichen eine tendenzielle Reduktion an Tyrosin 397 und 576/577 
Phosphorylierung sowie eine signifikante Abnahme an phosphoryliertem Tyrosin 925 (P=0,028) in SFRP3-positiven Klonen. 
Die jeweiligen relativen Proteinmengen resultierten aus der Normalisierung zu ß-Aktin und der abschließenden Normierung 
auf Gesamt-FAK. Der Median der rel. Proteinmenge der Leerklone wurde gleich 1 gesetzt. horizontale Linie: Median; 
vertikale Linie: Minimum und Maximum; Box: 25-75% Quartil; ns=keine Signifikanz; *P≤0,05 , zweiseitiger Mann-Whitney 
U Test 
Nachfolgend wurde die Hypothese eines SFRP3-vermittelten Einflusses in A549-Zellen 
bezüglich einer möglichen Aktivitätsveränderung der Rho-GTPase aufgestellt.  Die Rho-
GTPase ist ein zentraler Regulator des Planar Cell Polarity (PCP)-Signalweges, welcher 
neben der Reorganisation des Aktinzytoskeletts ebenfalls einen Rolle in der 
Tumorprogression spielt. Zunächst sollte mit Hilfe von Pulldown-Analysen eine mögliche 
Konsequenz der wiederhergestellten SFRP3-Expression auf das Verhältnis von aktivem GTP-
gebundenem Rho zu Gesamt-Rho untersucht werden. Rho gehört zur Familie kleiner GTP-
bindender Proteine, sogenannten G-Proteinen, deren Funktion darin besteht in ihrer aktiven 
Form gebundenes GTP unter Abspaltung eines Phosphatrests zu GDP zu hydrolysieren. Der 
frei gewordene Phosphatrest kann auf stromabwärts gelegene Kinasen übertragen werden und 
somit eine Signalweiterleitung induzieren. Die durchgeführte Pulldown-Analyse beruht auf 
dem Prinzip der Bindung aktivierten GTP-Rho an ein GST-Rhotektin-RBD-Fusionsprotein, 
was wiederum durch Konjugation an Glutathionresin von ungebundenen Proteinen in einem 
Gesamtproteinlysat getrennt werden kann. Die abschließende Western Blot Analytik mit 
einem spezifischen Rho-Antikörper ermöglicht die Quantifizierung von Gesamt-Rho sowie 
aktivem GTP-Rho. In diesem Zusammenhang wurden Proteinproben der SFRP3-
exprimierenden Klone #VK25, #VK44 sowie korrespondierender SFRP3-defizienter A549-
Klone #LK21 und #LK28 auf deren Menge der jeweiligen Rho-Form untersucht. Abbildung 
31A verdeutlicht die Immundetektion von Gesamt-Rho (∑Rho) und aktivem GTP-Rho in den 
analysierten Proteinlysaten der A549-Klone in zwei unabhängigen Versuchen (V1, V2). 
Makroskopisch konnte keine Aussage bezüglich einer Veränderung der Rho-Aktivierung in 
Abhängigkeit der zugrundeliegenden SFRP3-Re-Expression getroffen werden. Die 
semiquantitative Auswertung der densitometrischen Ergebnisse des Western Blots 
untermauert keinen signifikanten Einfluss (P=0,886) einer ektopischen SFRP3-Expression 
(Median: 1,01; 25-75% Quartil: 0,90-1,15) auf die Aktivitätsveränderung von Rho im 
Vergleich zur korrespondierenden Kontrollgruppe (Median: 1,0; 25-75% Quartil: 0,66-1,34) 
(Abb. 31B). Hierzu wurden die ermittelten Proteinmengen von GTP-Rho auf die Menge von 
Gesamt-Rho normalisiert um eine Varianz zwischen den aufgetragenen Proteinmengen zu 
vermeiden.  
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Abbildung 31: Western Blot Analytik zur Quantifizierung von GTP-Rho in Abhängigkeit der SFRP3-Expression. (A) 
Darstellung der Proteinmengen von Gesamt-Rho (∑Rho) sowie der Menge an aktivem GTP-gebundenem Rho. Für die 
Western Blot-Untersuchung wurden Proteinlysate der Kontrollklone #LK21, #2LK8  sowie der SFRP3-Klone #VK25, 
#VK44 in zwei unabhängigen Versuchen (V1, V2) genutzt. (B) Die semiquantitative Auswertung der ermittelten 
densitometrischen Proteinmengen von Rho verdeutlicht keinen signifikanten Einfluss von SFRP3 auf die Menge GTP-
gebunden Rho. Die jeweiligen relativen Proteinmengen resultierten aus der Normalisierung zur Proteinmenge von Gesamt-
Rho. horizontale Linie: Median; vertikale Linie: Minimum und Maximum; Box: 25-75% Quartil; ns=keine Signifikanz; 
zweiseitiger Mann-Whitney U Test 
Neben Rho-GTPasen erfolgt die Signalweiterleitung innerhalb des PCP-Signalweges 
ebenfalls über c-Jun N-terminale Kinasen (JNK). Diese wirken stromabwärts von Rho-
GTPasen und sind maßgeblich an der Übertragung von Phosphatgruppen auf c-Jun beteiligt, 
was dessen Aktivierung zur Folge hat. C-Jun transloziert nachfolgend in den Zellkern, wo es 
an der transkriptionellen Aktivierung von Zielgenen involviert ist (Davis 1999). Neben der 
transkriptionellen Aktivierung c-Jun-abhängiger Gene führt die Signaltransduktion über JNK 
zusätzlich zur Neuanordnung und Remodellierung des Aktin-Zytoskeletts. Aus diesem Grund 
sollte ein möglicher Einfluss einer ektopischen SFRP3-Expression in A549-Zellen auf ein 
verändertes Phosphorylierungsmuster von JNK mittels Phosphorylierungs-spezifischer 
Antikörper eruiert werden. Hierfür wurden Proteinlysate der SFRP3-defizienten 
Kontrollklone #LK10, #LK21, #LK28, #LK37 sowie der SFRP3-exprimierenden Klone 
#VK19, #VK25, #VK28, #VK44 mittels Western Blot Analytik auf deren Proteingehalt der 
JNK-Isoformen p46 und p54 sowie deren Phosphorylierung (phospho-p46/phospho-p54) hin 
untersucht. Abbildung 32A dokumentiert das Ergebnis der durchgeführten Immundetektion 
von JNK und dessen Phosphorylierungsformen in den analysierten A549-Klonen. Es zeigte 
sich ein homogener Proteingehalt der JNK Isoformen P46 und P54 in den SFRP3-negativen 
A549-Zellen, wohingegen die Phosphorylierung von P46/54 (phospho-p46/phospho-p54) im 
Leerklon #10 (-SFRP3) vergleichend zu weiteren Kontrollklonen makroskopisch reduziert 
vorlag (Abb. 32A). SFRP3-exprimierende A549-Zellen zeigen ein heterogenes Proteinniveau 
der JNK-Isoformen. Während die SFRP3-Klone #VK19 und #VK44 p46/p54 in zu den 
Leerklonen vergleichbarer Menge exprimieren, verfügen die Klone #VK25 und #VK28 über 
eine Reduktion von P46 sowie P54 (Abb. 32A). Die Phosphorylierung beider JNK Isoformen 
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(phospho-p46/phospho-p54) schien innerhalb der untersuchten SFRP3-positiven Zellklone 
abzunehmen. Die Quantifizierung der erhaltenen Proteinsignale im Western Blot und deren 
Normalisierung auf die eingangs eingesetzte Gesamtproteinmenge, erfolgte anhand der 
densitometrischen Auswertung mit anschließender Normierung auf ß-Aktin. Zudem wurde 
der Median der relativen Proteinmenge der Kontrollklongruppe gleich 1 gesetzt. Die 
Ergebnisse der densitometrischen Auswertung zeigt keine Veränderung (P=0,885) der 
relativen Proteinmenge der JNK Isoform p46 in SFRP3-exprimierenden Zellen (Median: 0,98; 
25-75% Quartil: 0,54-1,42) im Vergleich zu korrespondierenden Kontrollzellen (Median: 1; 
25-75% Quartil: 0,92-1,09) (Abb. 32B). Die zunächst qualitativ begutachtete Reduktion der 
JNK Isoform p54 in SFRP3-exprimierenden Zellklonen konnte quantitativ nicht bestätigt 
werden (P=0,282). Es scheint darüber hinaus eine tendenziell erhöhte JNK p54 Synthese in 
SFRP3-positiven A549-Zellen (Median: 1,19; 25-75% Quartil: 1,09-1,25) vergleichnd zu 
SFRP3-defizienten Zellklonen (Median: 1; 25-75% Quartil: 0,96-1,04) vorzuliegen (Abb. 
32C). Der quantitative Vergleich der relativen Proteinmengen der phosphorylierten und somit 
aktiven JNK Isoform p46 (phospho-p46) zwischen SFRP3-exprimierenden Zellen und der 
Kontrollgruppe (Median: 1; 25-75% Quartil: 0,9-1,09) visualisierte eine bedingt (P=0,657) 
höhere phospho-p46-Menge in SFRP3-exprimierenden Zellen (Median: 1,8; 25-75% Quartil: 
0,75-2,88) (Abb. 32D). Die Analyse der Phosphorylierung von JNK p54 vermittelte ein zu 
phospho-p46 vergleichbares Resultat. Hierbei konnte eine tendenziell (P=0,878) erhöhte JNK 
p54 Phosphorylierung in SFRP3-positiven A549-Zellen (Median: 1,12; 25-75% Quartil: 0,85-
1,34) im Gegensatz zu Leervektor-Zellen (Median: 1; 25-75% Quartil: 0,98-1,03) ermittelt 
werden (Abb. 32E).  
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Abbildung 32:Untersuchung des möglichen Einflusses der ektopischen SFRP3-Expression auf die Synthese von JNK 
sowie dessen Phosphorylierungsstatus. (A) Darstellung der Proteinmengen der JNK Isoformen p45 und p54 sowie der 
Menge an Phosphorylierung beider Varianten. Für die Western Blot-Untersuchung wurden Proteinlysate der A549 
Kontrollklone #10, #21, #28, #37 (-SFRP3) sowie der SFRP3-Klone #19, #25, #28, #44 (+SFRP3) verwendet. (B und C) Die 
semiquantitative  Auswertung des Western Blots fasst die ermittelten Proteinmengen  der phosphorylierten JNK-Isoformen 
p46 und p54 zusammen und verdeutlicht keinen signifikanten Einfluss einer ektopischen SFRP3-Expression auf den 
Phosphorylierungsstatus von p46 sowie p54 (D und E) Die Quantifizierung der ermittelten Proteinmengen von JNK p46 und 
p54 der entsprechenden Versuchsgruppen weist eine tendenziell höhere Menge an p54 in SFRP3-exprimierenden Zellen auf, 
wohingegen JNK p46 in beiden Zellgruppen im Median vergleichbar synthetisiert wird. Die jeweiligen relativen 
Proteinmengen resultierten aus der Normalisierung zur Proteinmenge der Ladekontrolle ß-Aktin und anschließender 
Normierung auf den Median der LK (-SFRP3). horizontale Linie: Median; vertikale Linie: Minimum und Maximum; Box: 
25-75% Quartil; ns=keine Signifikanz; zweiseitiger Mann-Whitney U Test 
 
4.10.7. WNT1-Stimulation der stabilen SFRP3-A549 Klone 
 
Zu Beginn dieser Studie wurde das Genexpressionsprofil essentieller WNT-
Signalwegkomponenten in den jeweiligen Subtypen des NSCLC untersucht. Die Analysen 
zeigten, dass vorwiegend Moleküle die dem kanonischen WNT-Signalweg zugeschrieben 
werden im Adenokarzinom der Lunge ein erhöhtes Expressionsprofil aufwiesen. Unter 
anderem konnte eine höhere Genexpression der kanonischen WNT-Liganden WNT1 und 
WNT2 in LUAD dargelegt werden. WNT1 stellt einen Hauptvertreter von Molekülen dar, die 
im Lungenkarzinom durch ein aberrantes Genexpressionprofil zur Tumorprogression 
beitragen (He et al. 2004; Nakashima et al. 2008). Dabei führt dessen erhöhte Expression zur 
Steigerung der Aktivität des kanonischen WNT-Signalwegs und somit nachfolgend zur 
Reduktion der Zellapoptose sowie Förderung der Zellproliferation von NSCLC-Zellen (He et 
al. 2004; Nakashima et al. 2008). Untersuchungen der WNT1 mRNA Expression mittels 
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semiquantitativer Real-time PCR in Wildtypzellen der Adenokarzinomzelllinie A549 deckten 
ein basal niedriges WNT1 Expressionsprofil in dieser Zelllinie auf (∆Ct=12,0). Das Ergebnis 
dieser Analyse stand somit nicht im Einklang mit dem gefundenen Subtypspezifischen 
Genexpressionsprofil von WNT1 und der bisher beschriebenen erhöhten Expression in 
NSCLC (He et al. 2004; Nakashima et al. 2008). Auf Basis des niedrigen WNT1 
Expressionsprofils in A549-Zellen wurde im weiteren Verlauf der Studie von einem marginal 
aktiven kanonischen WNT-Signalweg in dieser Adenokarzinomzelllinie ausgegangen. Zur 
Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges und der Analyse einer möglichen SFRP3-
vermittelten Tumorsuppression von Adenokarzinomzellen, wurden die in Kapitel 4.10.3 
generierten stabilen A549-Klone zusätzlich mit einem WNT1 Expressionsvektor transient 
transfiziert und abschließend deren erzielte WNT1 mRNA Expression mittels Real-time PCR 
festgestellt. Für die durchgeführte Doppeltransfektion wurden die SFRP3-exprimierenden 
Zellklone #19, #25, #28, #44 sowie die SFRP3-defizienten Klone #10, #21, #28, #37 genutzt. 
Die Ergebnisse der ektopischen WNT1-Expression in den jeweiligen SFRP3-exprimierenden 
(+SFRP3) sowie Leervektor-Klonen (-SFRP3) der Zelllinie A549 sind in Abbildung 33A 
dargestellt. SFRP3-negative/WNT1-positive Klone zeigen eine relative WNT1-Expression 
von 4.359 (LK#37) bis 8.041 (LK#10) auf, wohingegen in SFRP3-positiven/WNT1-positiven 
Zellen eine deutlich gesteigerte relative WNT1-Expression von 8.861 (VK#44) bis 20.031 
(VK#25) zu verzeichnen ist. SFRP3- sowie Leerklone transfiziert mit dem entsprechenden 
Leervektor ohne WNT1 dienten der Kontrolle. Die Zusammenfassung der Einzelexpressionen 
im Kontext der jeweiligen Versuchsgruppe ist in Abbildung 33B dargestellt. Es wird deutlich, 
dass die mit Leervektor transfizierten SFRP3-Klone (Median: 0,86; 25-75% Quartil: 0,7-0,93) 
wie auch Leerklone (Median: 1; 25-75% Quartil: 0,87-1,13) keine Re-Expression von WNT1 
aufwiesen, wohingegen SFRP3-defiziente Zellklone nach WNT1 Transfektion eine mediane 
Expression von 4937,2 (25-75% Quartil: 4451,6-6054,7) zeigen. SFRP3/WNT1 
doppeltransfizierte A549-Zellen zeigen abschließend eine mediane WNT1 Re-Expression von 
11906,9 (25-75% Quartil: 10784,7-14299,0).  
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Abbildung 33: Transiente WNT1 Transfektion der stabil generierten A549-Klone. (A) Untersuchung der ektopischen 
WNT1 Re-Expression in den SFRP3-positiven und korrespondierenden Kontrollzellen mittels semiquantitativer Real-time 
PCR. (B) Vergleichende Darstellung der relativen WNT1 mRNA Expression zwischen doppeltransfizierten Kontroll- 
(Median 4.937) bzw. SFRP3-Klonen (Median 11.906). Die Berechnung der relativen WNT1 mRNA Expression der 
jeweiligen A549-Klone erfolgte durch Normierung der Einzelexpressionen auf den Median der SFRP3-negativ/WNT1-
negativ Kontrollgruppe. Das Haushaltsgen GAPDH diente als interner Standard zur Bestimmung der WNT1 mRNA 
Expression auf Basis der ∆∆Ct Methode. Vertikale Linien: Fehler des Triplikatansatzes. *P≤0,05; horizontale Linie: Median; 
vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test 
4.10.8. Zellproliferationsanalysen stabil transfizierter SFRP3-Klone in Abhängigkeit einer 
zugrundeliegenden WNT-Stimulation 
 
Nachdem eine erfolgreiche WNT1 Expression in den A549-Klonen auf Transkriptom-Ebene 
validiert werden konnte, wurden die doppelttransfizierten A549-Zellen für nachstehende 
Proliferationsuntersuchungen herangezogen. Hierfür sollte ein möglicher Einfluss einer 
ektopischen SFRP3 Expression auf das Zellwachstum der Adenokarzinomzelllinie A549 bei 
einem durch WNT1 stimulierten kanonischen WNT-Signalweg untersucht werden. Die 
Zellproliferation sowie Zellzahlzunahme wurden äquivalent zu den Untersuchungen der stabil 
transfizierten A549-Klone mit Hilfe das kalorimetrischen XTT-Proliferationstests und der 
CASY-basierten Impedanzmessung überprüft. Abbildung 34A fasst die ermittelten 
Proliferationswerte zum Endzeitpunkt nach 96h für WNT1/SFRP3-negative, WNT1-
negativ/SFRP3-positive, WNT1-positive/SFRP3-negative sowie WNT1/SFRP3-positive 
Zellen zusammen. In Konkordanz mit den bisherigen Beobachtungen zeigte die Box-Plot 
Analyse zwischen SFRP3/WNT1-negativen Klonen (Median: 9,2%; 25-75% Quartil: 7,78-
10,72%) und SFRP3-positiv/WNT1-negativen Klonen (Median: 10,04%; 25-75% Quartil: 
9,66-10,93%) keinen signifikanten Einfluss (P=0,686) einer ektopischen SFRP3-Expression 
bei fehlender zusätzlicher WNT1 Transfektion in den untersuchten A549-Zellen (Abbildung 
34A). Der Vergleich der Zellwachstumsraten von SFRP3-defizienten Zellklonen (Median: 
9,49; 25-75% Quartil: 9,06-10,34%) und SFRP3-exprimierenden Zellen (Median: 5,34%; 25-
75% Quartil: 4,06-6,30%)  nach erfolgter WNT1 Stimulation weisen eine signifikante 
Zellproliferationsreduktion (P=0,0286) auf (Abb. 34A). In Abbildung 34B sind die relativen 
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Zellzahlen der untersuchten Versuchsgruppen zum terminalen Zeitpunkt nach 96h dargestellt. 
Der Vergleich der relativen Zellzahlzunahme zwischen SFRP3-defizienten Zellklonen 
(Median: 718,0%; 25-75% Quartil: 648,4-757,4%) und SFRP3-exprimierenden Zellen 
(Median: 862,6%; 25-75% Quartil: 791,5-892,0%) ohne zusätzliche WNT1 Transfektion zeigt 
keinen signifikanten Einfluss (P=0,200) einer abundanten SFRP3 Expression auf das 
Proliferationsverhalten von A549-Zellen. Dieses Resultat untermauert die bisherigen 
Ergebnisse aus Abbildung 34A sowie der Proliferationsuntersuchungen der stabilen A549-
Klone (Abb. 27A und B). Allerdings zeigte die Analyse der A549-Kontrollzellen (Median: 
642,8%; 25-75% Quartil: 444,5-905,2%) sowie SFRP3-positiven Zellen (Median: 640,5%; 
25-75% Quartil: 487,3-698,1%) nach erfolgter WNT1 Stimulation ebenfalls keinen 
signifikanten Unterschied (P=0,686) der relativen Zellzahlen zum Zeitpunkt nach 96h. Es 
konnte eine tendenziell reduzierte Zellzahlzunahme der SFRP3-positiven und WNT1 
transfizierten A549-Zellen beobachtet werden, was mit dem Ergebnis des XTT-
Proliferationstest nach 96h (Abb. 34A) einhergeht.   
 
Abbildung 34: Analyse einer SFRP3-vermittelten Proliferationsveränderung nach WNT1 Transfektion der stabilen 
A549-Klone. (A) XTT-Proliferationstest der stabilen A549 -Kontroll- (-SFRP3, weiß) und SFRP3-exprimierenden Klone 
(+SFRP3, grau) in Abhängigkeit einer zusätzlichen WNT1 Transfektion zum Zeitpunkt nach 96h. Auf Basis einer 
zusätzlichen WNT1-Stimulation zeigen SFRP3-exprimierende  Zellen eine signifikant reduzierte Zellproliferation 
(P=0,0286) vergleichend zu Kontrollzellen mit WNT1. (B) Unabhängige Untersuchungen des Zellwachstums doppelt 
transfizierter A549-Zellen mittels CASY-basierter Zellzahlbestimmung zeigen keinen signifikanten Einfluss einer 
ektopischen SFRP3-Expression auf das Proliferationsvermögen nach WNT1-Stimulation. Eine Tendenz entsprechend des 
XTT-Tests kann nachvollzogen werden. Die ermittelten Zellwachstumswerte der jeweiligen Untersuchungen nach 96h 
wurden auf die jeweiligen Werte nach 24h normiert. *P≤0,05; ns=keine Signifikanz; horizontale Linie: Median; vertikale 
Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test 
4.10.9. 2D-Wundheilungstest stabil transfizierter SFRP3-Klone in Abhängigkeit einer 
zugrundeliegenden WNT-Stimulation 
 
Zusätzlich zu dem bereits beschriebenen Einfluss von WNT1 auf Proliferations bzw. 
Apoptoseraten von Lungenkarzinomzellen ist eine Förderung der Tumorprogression durch 
WNT1 bekannt (He et al. 2004; Nakashima et al. 2008). Initiale Untersuchungen der stabil 
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generierten A549-Klone wiesen auf eine migrationsfördernde Wirkung nach ektopischer 
SFRP3-Expression hin (Abb.28). Im Nachfolgenden sollte untersucht werden, ob eine 
mögliche Stimulation des kanonischen WNT-Signalweges durch eine zusätzliche WNT1 
Expression in den generierten A549-Klonen zu einer additiven Migrationssteigerung der 
A549-Zellen führt. Hierfür wurde ein Wundheilungstest äquivalent zu den Analysen der 
A549-Klone (Abb. 28) mit den SFRP3/WNT1 doppelt transfizierten Zellen durchgeführt. 
Lichtmikroskopische Aufnahmen die verbliebenen zellfreien Oberflächen dokumentieren den 
Verlauf der Zellmigration, welche nach densitometrischer Auswertung und Normalisierung 
der zellfreien Areale zum Zeitpunkt 0 h quantifiziert wurden. Abbildung 35A dokumentiert 
den Verlauf der Besiedlung der zellfreien Oberfläche durch SFRP3-defiziente sowie SFRP3-
exprimierende Zellen in Abhängigkeit einer zusätzlichen WNT1-Transfektion. Der Vergleich 
zwischen Kontroll- (-SFRP3, hellgrau, Median 64,2%) und SFRP3-positiven Zellklonen 
(+SFRP3, dunkelgrau, Median 42,2%) ohne WNT1 Transfektion verdeutliche eine schnellere 
Besiedelung der zellfreien Fläche bereits nach 12 h Versuchsdauer (∆=22,2%; P=0,114). 
Nach 24h hatten die SFRP3-exprimierenden Zellen (Median 4,6%) den zellfreien Raum 
nahezu vollständig erschlossen, wobei die Differenz zu SFRP3-defizienten Zellklonen 
(Median 32,4%) ∆=26,1% betrug (P=0,0294). Dieses Ergebnis ist mit den initialen 
Untersuchungen der Migrationsfähigkeit von A549 Zellen in Abhängigkeit der SFRP3-Re-
Expression (Abb.28) kongruent. Nach zusätzlicher WNT1 Transfektion SFRP3-defizienter 
bzw. -exprimierender Zellklone ergab die Differenz des zellfreien Areals zwischen beiden 
Versuchsgruppen nach 12 h ∆=10,6% (P=1,00) sowie zum Versuchsende nach 24 h lediglich 
∆=2,5% (P=1,00) (Abb. 35A). Box-Plot basierte Subgruppenanalysen der densitometrisch 
bestimmten zellfreien Oberflächen zum Zeitpunkt von 24 h (Abb. 35B) verdeutlichten eine 
signifikant gesteigerte Zellmotilität (P=0,0294) SFRP3-exprimierender A549-Zellen (Median: 
4,8%; 25-75% Quartil: 0-10,4%) ohne zusätzliche WNT1 Transfektion im Gegensatz zu den 
korrespondierenden Kontrollklonen (Median: 32,5%; 25-75% Quartil: 28,4-35,9%). Die 
durchgeführte WNT1 Stimulation führt nachfolgend zur Steigerung der Migrationsrate von 
SFRP3-defizienten A549-Zellen, sodass zwischen WNT1 transfizierten Kontrollzellen 
(Median: 14,8%; 25-75% Quartil: 7,4-23,3%) und SFRP3-exprimierenden Zellklonen 
(Median: 10,6%; 25-75% Quartil: 5,0-19,0%) eine vergleichbare Migration in das zellfreie 
Areal zu beobachten war (P=1,00) (Abb. 35B).  
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Abbildung 35: Analyse des Migrationsverhaltens der SFRP3-A549-Klone nach WNT1 Transfektion. (A) 
Wundheilungstest der SFRP3-defizienten bzw. -exprimierenden  A549-Klone nach zusätzlicher Leervektor bzw. WNT1 
Transfektion. SFRP3-exprimierende Klone wiesen im Vergleich zu Kontrollzellen ohne zusätzliche WNT1 Transfektion ein 
höheres Migrationsverhalten und damit verbunden eine reduzierte zellfreie Fläche auf (P=0,0294). Diese Motilitätssteigerung 
kann nach zusätzlicher WNT1 Stimulation nicht beobachtet werden (P=1,00). Horizontale Linien: Fehler durch 
Triplikatebestimmung der jeweiligen Klone (n=4) (B) Box-Plot Untersuchungen der verbliebenen zellfreien Fläche nach 96h 
zwischen korrespondierenden Kontroll- und SFRP3-Klonen in Abhängigkeit der WNT1 Stimulation unterstreichen eine 
signifikant gesteigerte Migrationsrate SFRP3-positiver Zellen ohne WNT1(P=0,0294), welche durch eine zusätzliche WNT1 
Transfektion aufgehoben werden kann (P=1,00). Die ermittelten zellfreien Oberflächen der jeweiligen Zeitpunkte wurden auf 
die Fläche des Spaltes nach 24h normiert. *P≤0,05; ns=keine Signifikanz; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: 
Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test 
4.10.10. Charakterisierung der putativ tumorsuppressiven Funktionsweise von SFRP3 bei 
aktivem WNT-Signalweg 
 
Im weiteren Verlauf der Studie sollte die mögliche antagonistische Funktionsweise von 
SFRP3 nach erfolgter Induktion des Signalweges durch WNT1 im Adenokarzinom der Lunge 
untersucht werden. Der kanonische WNT-Signalweg stellt einen vorrangig 
proliferationsregulierenden Signalweg dar, dessen TCF/LEF-regulierte Zielgene sowohl an 
der Veränderung der Zellapoptose als auch an der Modulation des Zellzyklus (z.B. CyclinD1) 
und damit der Proliferation beteiligt sind. WNT1 ist ein extrazellulärer WNT-Ligand, dessen 
Bindung an die membranständigen Frizzled-Rezeptoren zur Aktivierung des kanonischen 
WNT-Signalwegs und schlussendlich in der TCF/LEF-vermittelten transkriptionellen 
Aktivierung von CyclinD1 führt (Giles, Van Es, and Clevers 2003). Nachdem in XTT-
Proliferationsanalysen eine signifikante Abnahme des Zellwachstums SFRP3-exprimierender 
und mit WNT1 stimulierter A549-Zellen festgestellt werden konnte, sollte eine mögliche 
transkriptionelle Inhibition des WNT-Zielgens CyclinD1 durch SFRP3 in Abhängigkeit der 
Stimulation des kanonischen WNT-Signalwegs untersucht werden. Aus diesem Grund wurde 
Gesamt-RNA der mit Leervektor und WNT1 transfizierten SFRP3-defizienten- sowie SFRP3-
exprimierenden A549-Zellen mittels semiquantitativen Real-time PCR (qRT-PCR) auf das 
zugrundeliegende Cyclin D1 mRNA Expressionsniveau untersucht. Abbildung 36 fast die 
Ergebnisse der CyclinD1 Expression entsprechender A549-Klone mit zusätzlicher Leervektor 
bzw WNT1 Transfektion zusammen. Die Box Plot Analyse zeigte keine signifikanten 
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Unterschied (P=0,686) der CyclinD1 mRNA Expression vergleichend zwischen SFRP3-
defizienten Zellen (Median: 1; 25-75% Quartil: 0,68-1,36) und SFRP3-exprimierenden Zellen 
(Median: 1,29; 25-75% Quartil: 1,11-1,46) ohne WNT1. Nach additiver WNT1 Stimulation 
konnte hingegen eine signifikant und nahezu 140-fache Reduktion (P=0,0286) der CyclinD1 
mRNA Expression in SFRP3-positiven Zellen (Median: 0,004; 25-75% Quartil: 0,002-0,005) 
im Gegensatz zu korrespondierenden Kontrollklonen (Median: 0,54; 25-75% Quartil: 0,45-
0,82) festgestellt werden. Zusammengefasst schien ein SFRP3-vermittelter Verlust der 
CyclinD1 mRNA Expression erst nach einer möglichen Induktion des kanonischen WNT-
Signalweges nach WNT1 Transfektion feststellbar zu sein.  
 
Abbildung 36: Reduktion der SFRP3-vermittelten CyclinD1 Expression nach WNT1 Stimulation in A549 Zellen. Ein 
aktiver kanonischer WNT-Signalweg hat eine transkriptionelle Aktivierung der CyclinD1 Genexpression zur Folge. Eine 
zusätzliche WNT1 Transfektion der generierten A549-Klone dient dabei der Stimulation des kanonischen WNT-
Signalweges. Analysen der Genexpression von CyclinD1 in Leervektor und WNT1 transfizierten A549-Klonen mittels 
semiquantitativer Real-time PCR8 qRT-PCR) illustriert das Ergebnis eines SFRP3-vermittelten Verlustes der CyclinD1 
Expression nach zusätzlicher WNT1 Stimulation. Die zusätzliche Transfektion des Leervektors in SFRP3-exprimierende 
sowie Leerklone hatte keine Veränderung der CyclinD1 Genexpression zur Folge. Die qRT-PCR wurde mit den jeweiligen 
vier A549-Klonen in Triplett-Bestimmung durchgeführt. Das Haushaltsgen GAPDH diente als interner Standard, zudem 
wurden die ermittelten Expressionswerte auf den Median der Leervektor-transfizierten Leerklone normalisiert. *P≤0,05; 
horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und Maximum; Box: 25%-75% Quartil; nicht-parametrischer Kruskal-
Wallis-Test 
 
4.10.11. Untersuchung der möglichen SFRP3-WNT1 Expressionsachse in primären NSCLC-
Proben  
 
Die in dieser Studie durchgeführten in vitro Proliferationsuntersuchungen sowie Analysen des 
Expressionsprofils des WNT-Zielgens CyclinD1 legten eine putative Verbindung zwischen 
der Wirkungsweise von SFRP3 und der WNT1-vermittelten Aktivierung des kanonischen 
WNT-Signalweges offen. Um zusätzlich einen möglichen WNT1-abhängigen Effekt von 
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SFRP3 auf die Tumorgenese des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms zu untersuchen, wurde 
das mRNA Expressionsprofil von WNT1 im eigenen kryo-asservierten Patientenkollektiv, 
bestehend aus 11 Normalgewebe- und 11 NSCLC-Proben, analysiert. Abbildung 37A stellt 
die Expressionen von WNT1 jeder untersuchten Gewebeprobe dar. Im Vergleich zum 
Lungennormalgewebe (Median: 1) zeigte sich in 81,8% der primären NSCLC eine Reduktion 
der WNT1 mRNA Expression (Median: 0,161). Die Box-Plot Analyse verdeutlichte einen 
hochsignifikanten Verlust (P=0,002) der WNT1 mRNA in Proben von NSCLC-Patienten 
(Median: 0,161; 25-75% Quartil: 0,09-0,425) vergleichend zu Normalgewebeproben (Median: 
1; 25-75% Quartil: 0,51-2,65) (Abb. 37B). Spearman Korrelationsanalysen zwischen der 
SFRP3 und WNT1 mRNA Expression in denselben Patientenproben (n=22) zeigte eine 
signifikant positive Korrelation innerhalb des untersuchten Patientenkollektives (P=0,044; 
Spearman Korrelationskoeffizient r=0,4229) (Abb. 37C). Die Normalisierung der relativen 
WNT1 mRNA Expressionen erfolgte auf den Median der Normalgewebeexpression. 
 
Abbildung 37: Korrelationsanalyse der WNT1 und SFRP3 Expression in Proben von NSCLC-Patienten. 
(A)Semiquantitative Real-time PCR-Analysen von Proben des eigenen kryokonservierten Gewebskollektives verdeutlichen 
eine Reduktion der WNT1 mRNA Expression in primären NSCLC-Proben um Faktor 6,2. Vertikale Linien zeigen Mittelwert 
sowie Standardfehler durch Triplettbestimmung. (B) Die Box-Plot Analyse der WNT1 Expressionen untermauert eine 
hochsignifikante WNT1 Reduktion (P=0,002) der NSCLC-Proben. Die Normierung der Primärtumorwerte erfolgte auf den 
Median der Normalgewebeexpression. Das Haushaltsgen GAPDH diente als interner Standard. (C) Die Nutzung des 
Gewebskollektive für Bestimmung der SFRP3 als auch der WNT1 Expression ermöglicht eine Korrelationsanalyse beider 
Expressionen, wobei gezeigt werden kann, dass eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von SFRP3 und 
WNT1 besteht (Spearman Korrelationskoeffizient r=0,4229). **P≤0,01; horizontale Linie: Median; vertikale Linien: 
Minimum und Maximum; zweiseitiger Mann-Whitney U Test 
 
Initiale Untersuchungen konnten bereits eine mögliche mechanistische Abhängigkeit des 
putativen Tumorsuppressors SFRP3 von einem durch WNT1 aktivierten kanonischen WNT-
Signalweges offen legen. Zudem zeigten retrospektive Expressionsanalysen eine signifikante 
Korrelation der mRNA Expression beider Moleküle in primären NSCLC-Patientenproben. Im 
nächsten Schritt sollte ein möglicher klinischer Bezug der WNT1-SFRP3-Expressionsachse 
auf Basis des unabhängigen TCGA Lungendatensatzes (IlluminaHiSeq) für Proben des 
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Adenokarzinomsubtyps analysiert werden. Zunächst wurden SFRP3 sowie WNT1 mRNA 
Expressionswerte der Adenokarzinomkohorte (n=571) mittels Spearman Korrelationsanalyse 
untersucht. Die durchgeführte Korrelationsanalyse legte eine niedrige, dennoch 
hochsignifikante, Wechselbeziehung zwischen der mRNA Expression beider Moleküle offen 
(p<0,0001; Spearman Korrelationskoeffizient r=0,2052) (Abb. 38A) und verifizierte somit die 
positive Korrelation innerhalb des eigenen Gewebekollektives (Abb. 37C). Nachfolgende 
Kaplan-Meier Überlebensanalysen verdeutlichte im Verlauf über 11 Jahre keinen 
signifikanten Einfluss (p=0,704) einer erhöhten WNT1 mRNA Expression (Median>14,354) 
auf das Gesamtüberleben von LUAD-Patienten (Abb. 38B). Ein möglicher prognostischer 
Einfluss der SFRP3/WNT1-Wechselwirkung soll nachfolgend durch Dichotomisierung der 
Subgruppen WNT1-niedrig sowie WNT1-hoch entsprechend der zugrundeliegenden SFRP3 
Expression (Median=272,11) stratifiziert werden. Kaplan-Meier Überlebensanalysen von 
LUAD-Patienten (n=223) mit initial niedriger WNT1 Expression zeigen keinen 
prognostischen Einfluss (p=0,354) einer aberranten SFRP3 mRNA Expression auf das 
Gesamtüberleben von LUAD-Patienten (Abb. 38C). Im Gegensatz dazu profitieren 
Adenokarzinompatienten (n=231) mit hoher WNT1 Expression sowie zusätzlich erhöhter 
SFRP3 mRNA Expression von einem signifikant (p=0,01) verbesserten klinischen Verlauf 
über 11 Jahre (Abb. 38D).  
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Abbildung 38: Untersuchung des Gesamtüberlebens von LUAD-Patienten bei aberranter SFRP3 Expression in 
Abhängigkeit zugrunde liegender WNT1 Expression. (A) Spearman Korrelationsanalysen der SFRP3/WNT1 Expression 
in LUAD-Patientenproben des TCGA Datensatzes (n=571) zeigen eine hochsignifikante Expressionskorrelation (P<0,0001) 
der untersuchten Moleküle (r=0,4229). (B) Univariate Kaplan-Meier Überlebensanalysen, der Subgruppen WNT1-niedrig 
und WNT1-hoch, verdeutlichen keinen signifikanten Einfluss einer aberranten WNT1 Expression auf das Gesamtüberleben 
von LUAD-Patienten. (C) LUAD-Patienten mit initial niedriger WNT1 Expression  jedoch erhöhter SFRP3 mRNA 
Expression zeigen keine Verbesserung des Gesamtüberlebens. (D) Univariate Kaplan-Meier-Untersuchungen von 
Adenokarzinompatienten mit hoher WNT1 Expression und zusätzliche erhöhter SFRP3 mRNA Expression profitieren von 
einem besseren Verlauf des Gesamtüberlebens. Hohe Genexpression dargestellt durch rote Linien, niedrige Expression durch 
schwarze Linien. vertikale Linie: zensierte Fälle. Log-Rank Test, signifikant P≤0,05 
4.11. Analyse der NDRG2 mRNA Expression im primären NSCLC Gewebe 
 
Die biologische Funktion von SFRP3 sowie eine mögliche Verbindung zu WNT1 konnte in 
vorangegangenen Studien näher charakterisiert werden. Jedoch ist ein zugrundeliegender 
Mechanismus der zu einer SFRP3-vermittelten Migrationsförderung sowie Veränderung der 
Zellmorphologie führt weiterhin unbekannt. Zudem ist die WNT-Antagonistische Funktion 
von SFRP3 zur Regulation des kanonischen WNT-Signalweges desweiteren nicht vollständig 
verstanden. Mit Hilfe von frei zugänglichen Microarray-Daten (cBioPortal, TCGA) sollten 
potentiell SFRP3-regulierte Gene identifiziert werden, deren Wirkungsspektrum ein 
möglichen Aufschluss über die zugrundeliegenden Signalwege liefert. In diesem 
Zusammenhang konnten auf Basis von 522 LUAD-Patientenproben mögliche SFRP3 anti- 
sowie ko-regulierter Gene identifiziert werden. Interessanterweise konnte eine hohe 
Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient r=0,42) zwischen der Expression von SFRP3 
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sowie NDRG2 im Adenokarzinom festgestellt werden. Wie in Kapitel 1.6 beschrieben, wird 
NRDG2 eine regulatorische Rolle in der Vermittlung des intrazellulären ß-Catenin-Abbaus 
zugesprochen (Hwang et al. 2011; Y. J. Kim, Yoon, Kim, Song, et al. 2009). Eine erhöhte 
NDRG2-Expression führt in Folge zu einer Reduktion der Transkriptionsaktivität von 
Zielgenen des kanonischen WNT-Signalweges, wie z.B. CyclinD1 und Fibronectin. Somit 
wirkt NRDG2 möglicherweise additiv zur extrazellulären Hemmung des kanonischen WNT-
Signalweges vermittelt durch SFRP3. Jedoch ist bisher über eine mögliche biologische 
Funktion von NDRG2 im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom wenig bekannt. Abbildung 
39A verdeutlicht die relativen NDRG2 mRNA Expressionswerte der einzelnen Gewebeproben 
und verdeutlicht eine 12,5-fache Expressionsreduktion in primären NSCLC-Proben (Median 
0,0802). Die Scatter-Plot Darstellung unterstreicht eine hochsignifikante Abnahme 
(P=0,0003) der mittleren relativen NDRG2 mRNA Expression in Proben von NSCLC-
Patienten (Mittelwert 0,137±0,018) im Vergleich zu Normalgewebeproben (Mittelwert 
0,925±0,24) (Abb. 39B). Die Stratifizierung der relativen NDRG2 Expressionen anhand des 
zugrundeliegenden Lungenkarzinomsubtyps verdeutlicht eine signifikante Abnahme 
(P=0,0012) von NDRG2 in Proben von Adenokarzinompatienten (Mittelwert 0,165±0,057) im 
Gegensatz zu korrespondierendem Normalgewebe (Mittelwert 0,925±0,24) (Abb. 39C). Es 
konnte aufgrund der niedrigen Probenzahl keine statistische Aussage über eine NDRG2 
Reduktion in Plattenepithelkarzinom-, adenosquamösen Karzinom- sowie Karzinoidproben 
getätigt werden. Mit Hilfe von Spearman-Korrelationsanalysen konnte eine hochsignifikante 
Korrelation (p<0,0001; r=0,8508) festgestellt werden und validiert somit die initial ermittelte 
Korrelation auf Basis der cBioPortal Plattform.  
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Abbildung 39: Reduktion der NDRG2 mRNA Expression in primären NSCLC-Patientenproben. (A)Semiquantitative 
Real-time PCR-Analysen von Proben eines kryokonservierten Gewebekollektives verdeutlichen eine 12,5-fache 
Herunterregulation der NDRG2 mRNA Expression in primären NSCLC-Proben. (B und C) Scatter-PlotAnalysen zeigen eine 
hochsignifikante NDRG2 Reduktion der Primärtumorproben, sowie nach Stratifizierung der jeweiligen NSCLC-Subtypen 
eine signifikant reduzierte NDRG2 mRNA Expression in Adenokarzinompatienten sowie einen tendenziellen NDRG2 Verlust 
in weiteren Lungenkarzinomsubtypen. Normierung der Primärtumorwerte auf den Median der Normalgewebeexpression, 
Vertikale Linien zeigen Mittelwert sowie Standardfehler. (D) Spearman Korrelationsanalyse zwischen SFRP3 und NDRG2 
mRNA Expressionen in Patientenproben des Frischgewebskollektives (n=22) verdeutlichen eine hochsignifikante Korrelation 
(P<0,00001) zwischen der Expression von SFRP3 und NDRG2  (r=0,8508). ***P≤0,001 *P≤0,05; horizontale Linie: 
Mittelwert; vertikale Linien: Standardabweichung; zweiseitiger Mann-Whitney U Test; nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-
Test (C) 
 
4.12. Validierung der NDRG2 mRNA Reduktion in primären NSCLC-Proben 
 
Die retrospektive Expressionsanalyse des kryo-konservierten Frischgewebekollektives 
deckten eine signifikante Abnahme der NDRG2 mRNA Expression in primären NSCLC-
Patientenproben auf. Zur Validierung dieses Resultats wurde der unabhängige TCGA 
Lungendatensatz (IlluminaHiSeq) bestehend aus 1.124 Patientenproben genutzt. Auf Basis 
dieses Datensatzes ist eine Diskriminierung der NDRG2 mRNA Expression entsprechend der 
jeweiligen NSCLC-Subtypen (LUAD n=508, LUSC n=494) sowie deren klinisch-
pathologischen Parametern möglich. Die visuelle Darstellung des NDRG2 Expressionsprofils 
anhand einer Heatmap verdeutlicht eine reduzierte NDRG2 mRNA Expression in LUSC 
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Patientenproben, wohingegen sich das Expressionsprofil in LUAD Proben heterogen darstellt. 
Eine hohe relative NDRG2 Expression wird in Rot gekennzeichnet, Grün zeigt ein reduziertes 
relatives Expressionsniveau (Abb. 40). Im Vergleich zu Normalgewebeproben wird in 
Primärtumoren ein reduziertes NDRG2 Expressionsprofil erkennbar. Der quantitative 
Vergleich der relativen NDRG2 mRNA Expressionswerte zwischen Normalgewebe und 
LUAD sowie LUSC wird im Box-Plot (Abb. 40B) deutlich. Die Box Plot-basierte 
Subgruppenanalyse erbrachte eine hoch signifikante SFRP3 Expressionsreduktion in primären 
LUAD (Median:574; 25-75% Quartil: 274,2-1006,3) bzw. LUSC-Proben (Median: 822,5; 25-
75% Quartil: 402,4-1417,6) im Vergleich zum Lungennormalgewebe (Median: 2156,9; 25-
75% Quartil: 1619,5-2563,7).  
Aufgrund der hohen Expressionsreduktion in LUAD-Patientenproben sollte nachfolgend 
entsprechend einer Progressionsreihe des jeweiligen pT- sowie Tumorstadium (engl. stage) 
stratifiziert werden. Patientenproben mit einem frühen Adenokarzinom (pT1, n=167) zeigten 
eine signifikant (P≤0,001) höhere NDRG2 Expression (Median: 804,5; 25-75% Quartil: 
495,8-1289,4) vergleichend zu Patienten mit einem fortgeschrittenen Adenokarzinom (pT2-4, 
n=343) (Median: 562,4; 25-75% Quartil: 314,2-905) (Abb. 40C). Die Klassifikation vieler 
Tumoren wird maßgeblich durch das TNM-System vorgenommen, wobei neben pT und pM 
ebenfalls der der Tumorstatus festgelegt wird. In diesem Zusammenhang zeigten 
Adenokarzinompatienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstatus (Stadium 2-4) eine hoch 
signifikante (P≤0,001) NDRG2 mRNA Reduktion (Median: 543,3; 25-75% Quartil: 300,3-
866)  im Vergleich zu Patientenproben mit einem niedrigen Tumorstatus (Stadium 1, n=277) 
(Median: 693,9; 25-75% Quartil: 385,8-1212,6)  (Abb. 40D). 
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Abbildung 40: Reduktion der NDRG2 Expression in Subtypen des NSCLC. (A) Patientenproben basierend auf dem 
TCGA lung gene expression IlluminaHighSeq Datensatzes (n=1.124) wurden in LUAD (dunkelgrün), LUSC (hellgrün) und 
Normalgewebe (dunkelgrau) unterteilt. Normalgewebeproben zeichnen sich durch eine homogene hohe NDRG2 Expression 
aus, wohingegen in LUAD ein niedriges und in LUSC ein heterogenes NDRG2 Expressionsprofil festgestellt werden konnte. 
(B) Die Box-Plot basierte Subgruppenanalyse der TCGA-basierten NDRG2 Expressionswerte des Normalgewebes (n=108, 
weiß), LUAD (n=508, hellgrau) sowie LUSC (n=494, dunkelgrau) verdeutlicht eine hochsignifikante Expressionsreduktion 
in primären NSCLC-Proben. (C und D) Proben von Adenokarzinompatienten dichotomisiert entsprechend einer 
Progressionsreihe in pT1 vs. pT2-4, sowie stage1 vs. stage 2-4 weisen eine hochsignifikante NDRG2 Expressionsreduktion in 
Proben von fortgeschrittenen Adenokarzinomen auf. ***P≤0,001 horizontale Linie: Median; vertikale Linien: Minimum und 
Maximum; Box: 25%-75% Quartil; zweiseitiger Mann-Whitney U Test; (B) nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test 
 
4.13. Untersuchung der NDRG2 Lokalisation im Lungennormal- und NSCLC-Gewebe 
 
Bisherige Analysen auf Transkriptomebene zeigten eine Reduktion der NDRG2 mRNA 
Expression in Adeno- und Plattenepithelkarzinomen der Lunge. Im weiteren Schritt, wurde 
die NDRG2 Proteinexpression in einem Formalin-fixierten in Paraffin-eingebetteten 
Gewebekollektiv (FFPE) bestehend aus 6 Normalgeweben und 19 NSCLC-Geweben, 
darunter 10 LUAD und 9 LUSC mittels immunhistochemischer Färbung untersucht (Abb. 
41A). Zunächst wurde mit Hilfe der Immunhistochemie eine Bestimmung der Lokalisation 
von NDRG2 im gesunden Lungengewebe ermöglicht, um anschließend ausgehend davon die 
Expression in primären Karzinomproben zu vergleichen. So zeigte sich im 
Lungennormalgewebe eine hohe zytoplasmatisch positive NDRG2 Färbung im Zilien-
behafteten respiratorischen Epithel der Bronchien (Abb. 41C) sowie eine positiven Färbung 
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der Pneumozyten Typ I und II im Bereich der Alveolarwände (Abb. 41D und E). Die 
immunhistochemische Färbung einer Normalgewebeprobe ohne primären NDRG2 Antikörper 
diente als Negativkontrolle und ermöglicht den Ausschluss einer unspezifischen Färbung 
(Abb. 41B). Zusätzlich zur visuellen Beurteilung der IHC wurde eine Quantifizierung des 
Färbemusters nach dem immunreaktiven Score (IRS) nach Remele und Stegner 1987 
durchgeführt. In 83,3% der Normalgewebeproben war NDRG2 abundant exprimiert und 
erreichten einen IRS≥6 (medianer IRS 7). Dahingehend wurde eine deutliche Reduktion der 
zytoplasmatischen Färbung in Gewebeschnitten von primären Adenokarzinomen ersichtlich 
(medianer IRS 2) (Abb. 41G bis I): Drei von 10 LUAD (30,0%) exprimierten NDRG2 in 
einem zum Normalgewebe nahezu vergleichbarem Maße (IRS=4), wohingegen in sieben 
Adenokarzinomen (70,0%) eine Abnahme der NDRG2-Färbung nachgewiesen werden konnte 
(IRS<4). Im Gegensatz zu den Adenokarzinomproben ist im Plattenepithelkarzinom eine 
mäßige zytoplasmatische NDRG2 Detektion (medianer IRS 3) erkennbar (Abb. 41J bis L). In 
drei von neun LUSC-Proben (33,3%) konnte eine zum Normalgewebe nahezu vergleichbare 
NDRG2 Expression beobachtet werden (IRS≥4), wohingegen 66,7% der 
Plattenepithelkarzinome eine mäßige bis keine NDRG2 Expression aufwiesen (IRS≤3).  
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Abbildung 41:Immunhistochemischer Nachweis der NDRG2 Proteinlokalisation im Normalgewebe der Lunge sowie 
den Hauptsubtypen des NSCLC. (A) Quantitative Analyse der immunhistochemischen NDRG2 Färbung im analysierten 
FFPE-Kollektiv mittels Bestimmung des immunreaktiven Wertes (IRS) auf Basis der Färbeintensität und Prozentsatz positiv 
gefärbter Zellen. Es konnte eine hochsignifikante NDRG2 Proteinreduktion in LUAD Proben sowie ein signifikant 
reduziertes NDRG2 Proteinlevel in LUSC Proben im Vergleich zum Lungennormalgewebe ermittelt werden. (B-D) NDRG2 
Proteinnachweis im Lungennormalgewebe verdeutlicht eine positiv zytoplasmatische Färbung im respiratorischen 
Flimmerepithel der Bronchien sowie den Pneumozyten Typ I und II der Alveolarwände. (E und F) Zellen des 
Adenokarzinoms der Lunge weisen eine stark reduzierte zytoplasmatische NDRG2 Proteinexpression im Vergleich zum 
Lungennormalgewebe auf. (G und H) Die immunhistochemische Analyse der NDRG2 Proteinexpression zeigte eine 
Abnahme der zytoplasmatischen Färbung in LUSC Proben im Vergleich zum Lungennormalgewebe. (I) 
Immunhistochemische Färbung eines Lungennormalgewebes ohne NDRG2 Antikörper zur Validierung der spezifischen 
NDRG2-Detektion und Bestimmung der DAB-vermittelten  Hintergrundfärbung. horizontale Linie: Median; vertikale Linien: 
Minimum und Maximum; **P≤0,01 *P≤0, nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test. Unterstützt durch MH. 
 
4.14. Epigenetische Inaktivierung des NDRG2-Lokus 
 
In vorangegangenen Untersuchungen konnte eine Herunterregulation der NDRG2 Expression 
auf Transkriptom- und Proteom-Ebene in primären NSCLC Gewebeproben nachgewiesen 
werden. Weiterhin zeigten unabhängige Studien eine epigenetische Inaktivierung des NDRG2 
Lokus aufgrund von Promotor Hypermethylierung im Kolon- sowie Magenkarzinomen 
(Chang et al. 2013; Piepoli et al. 2009). Aus diesem Grund wurde nachfolgend eine mögliche 
epigenetische Inaktivierung des NDRG2 Lokus im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom 
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untersucht. Zur Identifikation eines möglichen regulatorischen Bereiches von NDRG2 wurde 
die Lokalisation der im TCGA Datensatz enthaltenen CpG Dinukleotide mittels UCSC 
Genome Browser (UCSC Genome Bioinformatics) bestimmt. Dabei konnte festgestellt 
werden, dass die im Normalgewebe nahezu unmethylierten CpG Dinukleotide (CG08939481 
- CG05246507) den Promotorbereich von NDRG2 überspannen (Abb. 42A). In diesem 
Bereich sind zudem die CpG Dinukleotide CG20902783 und CG24734586 lokalisiert, die ein 
erhöhtes relatives Methylierungsprofil in Proben von Adenokarzinompatienten aber keine 
Methylierung in Normalgewebe- sowie LUSC-Proben aufweisen (Abb. 42A, roter Rahmen). 
Aus diesem Grund überspannten Oligonukleotide zur quantitativen Bestimmung des NDRG2 
Methylierungsniveau mittels Pyrosequenzierung diese CpG Dinukleotide. DNA-Proben eines 
kryokonservierten Gewebekollektivs bestehend aus neun Normalgeweben und neun primären 
NSCLC-Geweben wurden nach Bisulfit-Konversion auf deren CpG-Methylierungsprofil des 
NDRG2 Promotors untersucht. Die quantitative Auswertung der NDRG2 Promotor-
Methylierung ergab ein signifikant erhöhtes Methylierungniveau (P=0,0046) in primären 
NSCLC-Proben (mittlere Methylierung 14,6±3,1%) im Vergleich zu Normalgewebe-DNA 
(mittlere Methylierung 5,1±1,0%) (Abb. 42B und C). Die Flächendarstellung der mittleren 
NDRG2 Methylierung jedes CpG Dinukleotids über alle Tumoren unterstreicht dieses 
Ergebnis und verdeutlicht einen oszillierenden Methylierungsverlauf von 9,7% CpG1; 19,3% 
CpG2; 26,8% CpG3; 5,8% CpG4; 11,3% CpG5 sowie 3,2% CpG6 (Abb. 42C). Der 
Methylierungsverlauf der Dinukleotide CpG1 bis CpG3 bildet ein gleichbleibendes 
Methylierungsniveau ab, wohingegen die CpG4 bis 6 unabhängig der Probenart ein niedriges 
Methylierungsprofil aufzeigen. 
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Abbildung 42: Identifikation einer NDRG2 Promotor Hypermethylierung in primären NSCLC Proben. (A) 
Schematische Darstellung der Oligonukleotid-Bindestellen und Position untersuchter CpG Dinukleotide für die 
nachfolgenden Methylierungsanalysen des NDRG2 Promotors mittels Pyrosequenzierung (B und C) Quantitative 
Bestimmung der NDRG2 Promotor-Methylierung von 9 Normalgewebe- und 9 NSCLC Proben. Es konnte eine 
hochsignifikante Methylierungssteigerung von ca. 14,6% in primären NSCLC-Proben im Vergleich zur Methylierung von ca. 
5% im Lungennormalgewebe nachgewiesen werden. Die Flächendiagrammdarstellung verdeutlicht eine 
Methylierungserhöhung der untersuchten CpG1, 2, 3 in Primärtumoren. **P≤0,01; horizontale Linie: Mittelwert; vertikale 
Linien: Minimum und Maximum; zweiseitiger Mann-Whitney U Test. Unterstützt durch MH. 
 
4.15. NDRG2 mRNA Re-Expression nach in vitro DNA Demethylierung 
 
Zur Unterstützung der erhobenen Methylierungsdaten und Darstellung des zugrundeliegenden 
epigenetisch-assoziierten Silencing-Mechanismus in NSCLC-Zellen wurden in vitro 
Demethylierungsstudien mittels Trichostatin A (TSA) und 5´-Aza-2´Desoxycytidin (DAC) 
durchgeführt. Im Vorfeld der Demethylierungsstudien wurden die Adenokarzinom- (A549, 
SK-LU-1) sowie Plattenepithelkarzinomzelllinien (H157, H2170) hinsichtlich ihrer basalen 
NDRG2 mRNA Expression untersucht (Abb. 243A). Die Normalisierung der NDRG2 
Expression (∆Ct) beruhte auf dem Expressionswert des Haushaltsgens GAPDH in derselben 
Probe. In der durchgeführten Expressionsanalyse wurde deutlich, dass die genutzten 
Adenokarzinomzelllinien eine moderate NDRG2 mRNA Expression aufwiesen (A549 
∆Ct=11,24; SK-LU-1 ∆Ct=11,86). Im Gegensatz dazu zeigten die 
Plattenepithelkarzinomzelllinien H157 (∆Ct=13,26) und H2170 (∆Ct=14,3) eine geringe 
NDRG2 mRNA Expression. Das Expressionsprofil von NDRG2 konnte zudem auf 
Proteomebene mittels Western Blot Analysen von Gesamtproteinlysaten der einzelnen 
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Zelllinien verifiziert werden (Abb. 43A). Nachfolgend sollte der initiale 
Methylierungszustand des NDRG2 Promotors untersucht und damit einen möglichen 
Zusammenhang zum jeweiligen Expressionsprofil der analysierten Zelllinien dargelegt 
werden. Abbildung 43B stellt die mittlere Methylierung der fünf CpG Dinukleotide 
entsprechend der untersuchten Zelllinien dar. Dabei wird ersichtlich, dass sowohl in den 
Adenokarzinom- (dunkelgrau) als auch den Plattenepithelkarzinomzelllinien (hellgrau) ein 
heterogenes Methylierungsprofil des NDRG2 Promotors vorherrscht. Während die 
Adenokarzinomzelllinie A549 lediglich eine mittlere Methylierung von 33,8% aufweist, 
konnte in SK-LU-1 eine mittlere NDRG2 Methylierung von 86,5% festgestellt werden. Die 
quantitative Methylierungsbestimmung der Plattenepithelkarzinomzelllinien ergab eine 
mittlere Methylierung der Zelllinie H157 von 13,8%, während H2170 Zellen eine mittlere 
Methylierung von 71,2% besitzen. Im nächsten Schritt sollte eine mögliche epigenetische 
Regulation der NDRG2 Expression mittels in vitro Demethylierungsversuchen untersucht 
werden. Hierfür wurde die NDRG2 Re-Expression der Zelllinien A549 und H157 in drei 
unabhängigen Versuchen, sowie der Zelllinie SK-LU-1 nach erfolgter DAC und TSA 
Behandlung quantifiziert. Abbildung 43 C bis E fasst die ermittelten NDRG2 Expressionen in 
Abhängigkeit der jeweiligen Behandlung und Zelllinie zusammen. So weist die 
Adenokarzinomzelllinie A549 einen Anstieg der NDRG2 Re-Expression nach DAC-, TSA- 
sowie Doppelbehandlung auf (Abb. 43C). A549-Zellen zeigten nach erfolgter DAC-
Behandlung eine relative NDRG2 Expression von 1,3±0,09, nach TSA-Behandlung eine 
relative Re-Expression von 1,6±0,26 sowie eine hochsignifikante 2,5-fache Steigerung der 
NDRG2 mRNA Expression nach DAC/TSA-Doppelbehandlung im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollzellen (P≤0,001). Ein vergleichbarer Anstieg der NDRG2 mRNA 
Expression kann nach entsprechender Demethylierung in der unabhängigen 
Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 ermittelt werden (Abb. 43D). So zeigte sich nach DAC-
Behandlung eine Expressionserhöhung auf das 1,7-fache, nach TSA-Behandlung auf das 2,8-
fache und eine signifikante NDRG2 Expressionssteigerung in DAC/TSA behandelten SK-LU-
1 Zellen auf das 3,7-fache der Expression unbehandelter Zellen (P≤0,05). Im Gegensatz zur 
Untersuchung der NDRG2 Re-Expression nach in vitro Demethylierung der 
Adenokarzinomzelllinien zeigten äquivalente Analysen der Plattenepithelkarzinomzelllinie 
H157 einen grundlegenden Einfluss demethylierender Agenzien auf eine mögliche 
Expressionserhöhung von NDRG2 (Abb. 43E). In diesem Zusammenhang konnte in DAC-
behandelten H157 Zellen eine 8,7-fache NDRG2 Re-Expression quantifiziert werden. Eine 
Behandlung mit Trichostatin A führt zudem zu einer hochsignifikanten 77,5-fachen 
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Expressionssteigerung vergleichend zur Kontrollexpression in unbehandelten Zellen 
(P≤0,001). Eine synergistische Wirkung durch Kombinationsbehandlung beider 
Demethylierungsagenzien zeigt sich anhand einer hochsignifikanten 134,4-fachen NDRG2 
Expressionserhöhung (P≤0,001). Zusammengefasst lassen die ermittelte NDRG2 
Methylierungszunahme in primären NSCLC-Proben sowie die erhaltene NDRG2 mRNA 
Expressionserhöhung nach in vitro Demethylierung einen möglichen Schluss zu, dass die 
transkriptionelle Inhibition von NDRG2 auf eine mögliche Zunahme der DNA-Methylierung 
zurückzuführen ist.  
 
Abbildung 43: In vitro Demethylierungsanalysen von NDRG2 in NSCLC-Zelllinien. (A) Semiquantitative Real-time 
PCR zur Ermittlung der grundlegenden NDRG2 mRNA Expression in zwei Adeno- (dunkelgrau) und 
Plattenepithelkarzinomzelllinien (hellgrau). Die Normierung der NDRG2 Expression wurde auf die des Haushaltsgens 
GAPDH vorgenommen. So weisen die Adenokarzinomzelllinien eine basale NDRG2 Expression (∆Ct=11) und die 
Plattenepithelkarzinomzelllinien ein stark reduziertes NDRG2 Expressionsniveau (∆Ct=13-14) auf. Western Blot-Analysen 
der NDRG2 Proteinmenge in Proteinlysaten der untersuchten Zelllinien unterstreicht das Ergebnis der 
Expressionsuntersuchung. ß-Aktin diente als Ladekontrolle. (B) Quantitative Methylierungsanalyse der grundlegenden 
Methylierung des NDRG2 Promotors mittels Pyrosequenzierung deckte einen hohen Methylierungsgrad in SK-LU-1 sowie 
H2170 Zellen und eine moderate Methylierung in A549 sowie H157 Zellen auf. (C und D) Untersuchung der NDRG2 mRNA 
Re-Expression in Abhängigkeit der jeweiligen Demethylierungsbehandlung in den Adenokarzinomzelllinien A549 und SK-
LU-1 zeigen eine signifikante NRG2 Re-Expression hervorgerufen durch DAC/TSA-Behandlung. Normierung erfolgte auf 
die unbehandelte Zellkontrolle. (E) Analyse der NDRG2 mRNA Expression nach Demethylierungsbehandlung der 
Plattenepithelkarzinomzelllinie H157. Die Untersuchung wurde in drei unabhängigen Versuchen validiert und zeigt eine 
signifikante Expressionserhöhung nach TSA sowie Kombinationsbehandlung. DAC(Aza)=Aza-Cytidin, TSA=TrichostatinA 
***P≤0,001 **P≤0,01; horizontale Linien: Mittelwert; vertikale Linien: Fehler der Dreifachbestimmung; nicht-
parametrischer Kruskal-Wallis-Test. Unterstützt durch MH. 
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4.16. Kaplan-Meier Überlebensanalysen von NDRG2 in LUAD und LUSC Patienten 
 
Zu Beginn der Studie konnte ein Verlust der NDRG2 mRNA Expression in NSCLC-
Patientenproben eines eigenen Gewebekollektives sowie in LUAD und LUSC-Proben des 
unabhängigen TCGA Lungendatensatzes identifiziert werden (Abb. 39A und 40B). 
Immunhistochemische Untersuchungen eines FFPE-Kollektives verifizierten zudem eine 
Abnahme des NDRG2 Proteingehaltes in primären Adeno- und Plattenepithelkarzinomen 
(Abb. 41). Auf Basis dieser Daten soll der Einfluss einer aberranten NDRG2 mRNA 
Expression auf den klinischen Verlauf des Gesamt- sowie Rezidivfreien Überlebens von 
Adeno- und Plattenepithelkarzinom-Patienten untersucht werden. Zunächst wurden 
Adenokarzinompatientendaten des TCGA Kollektives auf Basis der medianen (667,7) 
NDRG2 mRNA Expression in zwei Gruppen dichotomisiert. Univariate Kaplan-Meier (KM) 
Analysen dieser Gruppen zeigten ein verbessertes Gesamtüberleben von 
Adenokarzinompatienten (n=199) mit einer erhöhten NDRG2 mRNA Expression (P=0,034) 
(Abb. 44A), des Rezidivfreien Überleben von LUAD-Patienten (n=128) von einer aberranten 
NDRG2 Expression nicht beeinflusst ist (P=0,229) (Abb. 44B). Weiterhin wurden 
Plattenepithelkarzinom-Patientendaten des TCGA Kollektives auf Grundlage der medianen 
(966,8) NDRG2 mRNA Expression dichotomisiert. Die durchgeführten univariaten Kaplan-
Meier Analysen dieser Gruppen zeigten keinen prognostischen Einfluss einer erhöhten 
NDRG2 Expression auf das Gesamtüberleben (P=0,968) sowie Rezidifreies Überleben von 
LUSC-Patienten (P=0,230) (Abb. 44A und B). Mit Hilfe des erweiterten Datensatz des 
Kaplan-Meier-Plotter wurden die Überlebensanalysen auf Basis des TCGA Datensatzes 
verifiziert. Die Diskriminierung der untersuchten Patientendaten in die Gruppen mit hoher 
und niedriger NDRG2 Expression erfolgte am Median der NDRG2 mRNA Expression von 
503 (LUAD n=720) sowie 652 (LUSC n=524). Die univariate Kaplan-Meier Analyse der 
Adenokarzinomkohorte mit erhöhter NDRG2 Expression zeigt im Verlauf über 1800 Tage 
einen begünstigten Verlauf des Gesamtüberlebens im Vergleich zu Patienten mit niedriger 
NDRG2 Expression (p=0,003) (Abb. 44C). Plattenepithelkarzinom-Patienten mit hoher 
NDRG2 Expression wiesen ein tendenziell verbessertes Gesamtüberleben im gleichen 
Untersuchungszeitraum auf, wobei diese Tendenz einen signifikanten Nachweis verfehlte 
(P=0,11).  
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Abbildung 44: Adenokarzinompatienten profitieren von einem verbesserten Gesamtüberleben bei erhöhter NDRG2 
mRNA Expression. (A bis D) Untersuchung des Gesamt- sowie Rezidivfreien Überlebens von LUAD und LUSC Patienten 
auf Grundlage der klinischen Daten des TCGA Lungendatensatzes. Univariate Kaplan Meier Überlebensanalysen von 199 
Adenokarzinompatienten verdeutlichen einen signifikant verbessertes Gesamtüberleben bei erhöhter NDRG2 Expression (A), 
im Gegensatz dazu profitieren LUSC Patienten (n=350) nicht von einer hohenNDRG2 Expression (B). Die Auswertung des 
Rezidivfreien Überlebens von LUAD und LUSC Patienten mit erhöhter NDRG2 Expression verdeutlicht in beiden Fällen 
keine signifikante Veränderung des Patientenüberlebens (C und D). (E) Univariate Kaplan-Meier Analysen auf Basis der 
Kaplan-Meier Plotter Plattform zeigen ein signifikant verbessertes Gesamtüberleben von Adenokarzinompatienten (LUAD) 
mit erhöhter NDRG2  Expression. (F) Untersuchungen des Gesamtüberlebens von Plattenepithelkarzinompatienten (LUSC) 
im Kaplan-Meier Plotter illustriert keinen Einfluss einer aberranten NDRG2 Expression.(Hohe Genexpression dargestellt 
durch rote Linien, niedrige Expression durch schwarze Linien. vertikale Linie: zensierte Fälle. Log-Rank Test, signifikant 
P≤0,05. 
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5.0. Diskussion 
5.1. Biologische Bedeutung von SFRP3 für die Progression des nicht-kleinzelligen 
Lungenkarzinoms 
 
Bronchialkarzinome zählen mit zu den häufigsten malignen Erkrankungen in Deutschland. 
Jährlich erkranken 34.490 Männer und 18.030 Frauen an Lungenkrebs, wobei infolge der 
Erkrankung 29.713 Männer und 14.752 Frauen dieser Krebsart erliegen. Somit stellen 
Lungentumoren in Deutschland die häufigste Krebstodesursache bei Männern sowie die 
zweithäufigste bei Frauen dar und besitzen eine ungünstige relative 5-Jahres-Überlebensrate 
von 16% bei Männern und 21% bei Frauen. Aufgrund fehlender adäquater 
Früherkennungsmaßnahmen werden Lungenkarzinome zumeist zufällig oder in 
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert, was zur der hohen Mortalitätsrate beiträgt (Robert-
Koch Institut und Zentrum für Krebsregisterdaten „Krebs in Deutschland 2011/2012“, 10. 
Ausgabe 2015). Nach Diagnose eines primären Bronchialkarzinoms richtet sich dessen 
Therapie maßgeblich nach dessen Subtyp, TNM-Status sowie dem Allgemeinzustand des 
Patienten. So werden neben operativen Verfahren zusätzlich chemotherapeutische 
Maßnahmen ergriffen (Vansteenkiste et al. 2013, Reck et al. 2014).  
Das Ziel molekularbiologischer Grundlagenforschung ist ein tiefergehendes Verständnis 
molekularer Vorgänge innerhalb einer Tumorzelle sowie der Analyse des Einflusses wichtiger 
aberranter Signalwege auf die Progression des Bronchialkarzinoms detailliert zu untersuchen 
um möglicherweise im weiteren Verlauf einen Nutzen zur Früherkennung (z.B. Biomarker) 
oder patientenorientierten Therapie (z.B. Antikörper, Inhibitoren) zu ermöglichen. In den 
letzten Jahrzehnten konnten distinkte molekulargenetischer Analysen zur patientenorientierten 
Behandlung eines Lungenkarzinoms etabliert werden. In diesem Zusammenhang wurde der 
Fokus maßgeblich auf genetische Aberrationen des EGFR-Signalweges gelegt. 
Veränderungen im EGFR-Signalweg treten dabei in 5-15% der NSCLC Patienten in Europa 
und USA auf und betreffen vorrangig Mutationen im EGFR Gen (Kosaka et al. 2004; 
Shigematsu et al. 2005; Wu et al. 2008). Diese Mutationen können durch die 
Behandlungsmöglichkeit mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) wie Gefitinib oder Erlotinib zur 
Krankheitskontrolle und Verbesserung des klinischen Verlaufs von NSCLC-Patienten 
beitragen (Jackman et al. 2006; Paez et al. 2004; Seshacharyulu et al. 2012). Zusätzlich zu 
EGFR-Mutationen sind genetische Veränderungen des KRAS-Gens in Bronchialkarzinomen 
ebenso häufig. Diese Aberrationen führen jedoch zum Ausschluss einer förderlichen TKI-
Therapie und bedeuten dadurch meist eine ungünstige Prognose für entsprechende Patienten 
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(Feldser and Kern 2001; Karnoub and Weinberg 2008; Riely, Marks, and Pao 2009; 
Shigematsu and Gazdar 2006). Neben dem EGFR-Signalweg weist ebenso der kanonische 
WNT-Signalweg in einigen Tumorentitäten, inklusive dem Lungenkarzinom, genetische 
Aberrationen auf, die eine Förderung der Tumorprogression zur Folge haben (Klaus and 
Birchmeier 2008). So führt eine erhöhte Expression der extrazellulären WNT-Liganden sowie 
der Verlust von WNT-Antagonisten oder Mitgliedern des ß-Catenin-Destruktionskomplexes 
zur konstitutiven Aktivität des kanonischen WNT-Signalweges (He et al. 2004; C. L. Huang 
et al. 2008; Klaus and Birchmeier 2008; Nakashima et al. 2008; Stewart 2014; You et al. 
2004). Ein Großteil (53,1%) resektierter NSCLC weisen zudem eine erhöhte Dishevelled-
Proteinexpression auf, was mit einem hohen Tumorstadium und einer schlechten 
Patientenprognose assoziiert ist (Wei et al. 2008; Zhao et al. 2010). In den vergangenen 
Jahren wurden genetische Veränderungen einzelner WNT-Signalwegkomponenten in 
zahlreichen unabhängigen Studien zusammengefasst (Clevers and Nusse 2012; Clevers 2006; 
Logan and Nusse 2004; Mazieres et al. 2005; Nusse and Nusse 2005; Van Scoyk et al. 2008; 
Stewart 2014). Dennoch ist bisher keine Studie bekannt, die mögliche Expressionsmuster 
wichtiger WNT-Moleküle in den einzelnen Bronchialkarzinomsubtypen, d.h. Adeno- und 
Plattenepithelkarzinome, systematisch vergleicht. Eine Clusteranalyse extrazellulärer WNT-
Liganden sowie -Antagonisten innerhalb der NSCLC-Subtypen resultierte in der erstmaligen 
Beobachtung einer möglichen subtypspezifischen Aktivität des WNT-Signalweges: Basierend 
auf der Zuordnung der WNT-Liganden nach Yuzugullu et al. 2009 und Pourreyron et al. 2012 
ist der kanonische WNT-Signalweg möglicherweise in Adenokarzinomen der Lunge (LUAD) 
dominant (oder: stärker aktiv), während nicht-kanonische WNT-Liganden vornehmlich in 
Plattenepithelkarzinomen (LUSC) exprimiert werden. Unterstützung findet diese Hypothese 
in der Box Plot Analyse zentraler Zielgene des kanonischen WNT-Signalweges (CyclinD1, 
MET, Axin2) sowie des Schaltermoleküls ß-Catenin (Boon et al. 2002; Clevers 2006; Jho et 
al. 2002; López-Terrada et al. 2009; Lustig et al. 2002; Shtutman et al. 1999; Tetsu and 
McCormick 1999) mit dem Resultat einer erhöhten Expression der kanonischen Zielgene im 
Adenokarzinom der Lunge. Die initiale Analyse zeigte zudem erstmalig eine 
subtypspezifische Expression der SFRP-Familienmitglieder, wobei die phylogenetisch 
verwandten SFRP1/SFRP2 wesentlich in LUSC und SFRP3/SFRP4 in LUAD exprimiert 
werden (Kawano and Kypta 2003). SFRP1 und SFRP2 sind die am häufigsten untersuchtesten 
WNT-Antagonisten, wobei deren Herunterregulation bereits mit der Progression von Ovar-, 
Brust-, Zervix- und kolorektalen Karzinomen in Verbindung gebracht werden konnte (Ko et 
al. 2002; H. Suzuki et al. 2002; Ugolini et al. 2001; Zhou et al. 1998). Weiterhin konnte 
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bereits eine epigenetische Stilllegung von SFRP1, SFRP2, SFRP4 und SFRP5 im nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom nachgewiesen werden (Fukui et al. 2005; A. Y. Lee et al. 
2004; Licchesi et al. 2008; Makoto Suzuki et al. 2007), wobei hier keine subtypspezifische 
Herunterregulation der entsprechenden SFRPs dargelegt werden konnte. Über die mögliche 
Regulation von SFRP3 sowie dessen potentieller Einfluss auf die Progression des NSCLC ist 
bisher wenig bekannt. Die initiale Expressionsanalyse der WNT-Komponenten innerhalb 
dieser Studie deckte erstmalig einen möglichen Einfluss von SFRP3 im kanonischen WNT-
Signalweg des NSCLC Adenokarzinom auf. Nachfolgende Kaplan-Meier-
Überlebensanalysen von NSCLC-Patienten untersuchten einen verbesserten klinischen 
Verlauf von Adenokarzinompatienten mit erhöhter SFRP3-Expression. Eine erhöhte SFRP3-
Expression zeigte jedoch keinen prognostisch günstigen Einfluss für LUSC-Patienten. Initiale 
Untersuchungen des mRNA Expressionsprofils von SFRP3 in einem eigenen 
Frischgewebskollektiv bestehend aus 11 primären NSCLC sowie 11 
Lungennormalgewebeproben deckte eine signifikante Herabregulation der SFRP3-Expression 
in NSCLC Patientenproben auf. Das ermittelte SFRP3 mRNA Expressionsprofil in den 
NSCLC-Subtypen konnte mit dem unabhängigen TCGA Lungendatensatz verifiziert werden. 
Zudem wurde deutlich, dass die SFRP3 Herabregulation in Adenokarzinomen der Lunge mit 
fortschreitendem Tumorstatus einhergeht und dass vor allem Patienten mit fortgeschrittenem 
Adenokarzinom der Lunge von einer erhöhten SFRP3-Expression profitierten. Weiterhin 
zeigten immunhistochemische Analysen von primären NSCLC-Proben sowie 
Lungennormalgeweben erstmalig einen vollständigen Verlust des SFRP3 Proteins 
Plattenepithelkarzinomen sowie eine 50% Reduktion in Adenokarzinomen. Folglich konnte 
die Herunterregulation von SFRP3 in NSCLC-Proben sowohl auf mRNA als auch auf 
Proteinebene verifiziert werden und steht dabei im Konsens mit einem gezeigten Verlust der 
SFRP3-Expression in Melanomen und Leberzellkarzinomen (Ekström, Sherwood, and 
Andersson 2011; Y. W. Lin et al. 2014). Weiterhin verdeutlichte die durchgeführte IHC 
erstmalig die Lokalisation von SFRP3 im Zytoplasma von Zilien-behafteten Epithelzellen 
(Flimmerepithel) der Bronchien, wie auch im Zytosol von Pneumozyten des Typ I und Typ II 
im Alveolargewebe. Hyperplasien, ausgehend vom normalen Flimmereptihel der Bronchien, 
gelten dabei als Vorläuferstufen des daraus resultierenden Plattenepithelkarzinoms, während 
Hyperplasien des Alveolargewebes als Ursprung eines Adenokarzinoms der Lunge angesehen 
werden (Mori et al. 2001; Wistuba et al. 2000). Im Kontext mit weiteren Vertretern der SFRP-
Familie zeigte sich zudem eine Herabregulation von SFRP1, SFRP2, SFRP4 und SFRP5 im 
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, was mit einer aberranten Hypermethylierung 
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entsprechender Promotoren einhergeht (Fukui et al. 2005; A. Y. Lee et al. 2004; Licchesi et 
al. 2008; M Suzuki et al. 2007). Im Gegensatz zu z.B. SFRP1 wurde der Mechanismus der 
DNA-Methylierung zur möglichen Inaktivierung der SFRP3-Expression noch wenig 
untersucht. Möglicherweise ist dafür grundlegend, dass SFRP3 im Gegensatz zu SFRP1 und 
SFRP2 keine distinkten CpG-Inseln in seiner Promotorsequenz besitzt (H. Suzuki et al. 2002). 
Dennoch konnten Methylierungsstudien in Melanomzelllinien sowie Leberzellkarzinom-
proben ein erhöhtes Methylierungsprofil von SFRP3 im Bereich des ersten Exon aufzeigen 
(Ekström, Sherwood, and Andersson 2011; Y. W. Lin et al. 2014). Korrelationsanalysen der 
SFRP3-Expression und -Methylierung der untersuchten hepatozellulären Karzinomproben 
zeigten zudem eine inverse Korrelation (P<0,001) welche die mögliche epigenetische 
Stilllegung von SFRP3 untermauert (Y. W. Lin et al. 2014). Basierend auf diesen Daten 
wurde in der vorliegenden Arbeit das Methylierungsprofil von SFRP3 im Bereich des 
Promotors sowie des Exon1 sowohl mit Hilfe der qualitativen Methylierungsspezifischen 
PCR (MSP) sowie der unabhängigen quantitativen Pyrosequenzierung untersucht. Die 
Auswertung der Pyrosequenzierung von 15 NSCLC und 12 Normalgewebeproben ergab eine 
signifikante Steigerung der SFRP3 Methylierung 9,3% im Bereich des ersten Exon, 
wohingegen im Promotor keine signifikante Steigerung (4,6%) zu verzeichnen war. Dieses 
Resultat konnte anhand der durchgeführten MSP von 12 primären NSCLC-Proben mit einer 
92%igen Methylierung im Exon1 qualitativ bestätigt werden, während lediglich 67% der 
NSCLC-Proben ein Methylierungssignal im Promotor aufzeigten. Mittels des unabhängigen 
Lungendatensatz der TCGA Plattform konnte eine gesteigerte SFRP3 Methylierung in beiden 
NSCLC-Subtypen verifiziert werden. Interessanter Weise zeigten Korrelationsanalysen 
ausschließlich in Adenokarzinomen eine negative Assoziation der SFRP3-Expression mit 
einer erhöhten Methylierungsfrequenz (r=-0,308; P<0,0001). In vitro Demethylierungs-
analysen mittels Trichostatin A sowie 5-Aza-2´-deoxycytidin dienen oft der Untersuchung 
einer möglichen Kausalität zwischen der DNA-Hypermethylierung und dem 
transkriptionellen Verlust eines Zielgens. In vitro Demethylierungsstudien der 
Leberkarzinomzelllinie HepG2 sowie der Melanomzelllinien A375, A2058 und HTB63 einen 
unterstreichten bereits einen  entscheidenden Einfluss der DNA-Hypermethylierung auf die 
Inaktivierung des SFRP3 Lokus (Ekström, Sherwood, and Andersson 2011; Y. W. Lin et al. 
2014). Äquivalent zu diesen Ergebnissen führte die in dieser Arbeit durchgeführte 
genomweite Demethylierung der Adenokarzinomzelllinien A549 und SK-LU-1 zur 
Wiederherstellung der SFRP3-Expression bei gleichzeitiger Reduktion der Exon1 
Hypermethylierung. Ein solches Resultat konnte in der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 
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nicht erzielt werden, Basierend auf diesen Ergebnissen könnten in Plattenepithelkarzinomen 
andere Mechanismen eine tragende Rolle innerhalb der transkriptionellen Regulation von 
SFRP3 spielen. SFRP3 ist in der Genregion 2q32.1 lokalisiert, welche in zahlreichen 
Tumoren einem Verlust der Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity - LOH) unterliegt. 
Dies könnte zur Reduktion oder zum vollständigen Verlust wichtiger putativer 
Tumorsuppressoren, wie z.B. SFRP3, führen (Schmitt et al. 2002; Simon et al. 1998). Shiseki 
und Kollegen zeigten bereits im Jahr 1994 ein frequentiertes Auftreten von LOH in ca. 33% 
aller untersuchten NSCLC-Proben (Shiseki et al. 1994).  
Im nächsten Schritt stellt sich die Frage eines möglichen Einflusses einer aberranten SFRP3-
Expression auf den prognostischen Verlauf einer Tumorerkrankung. Hierfür zeigten 
Untersuchungen von Kolonkarzinompatienten mit bereits aufgetretenen Lebermetastasen 
einen erhöhten SFRP3 Proteingehalt (Shen et al. 2015). Zudem verdeutlichten Kaplan-Meier 
Überlebensanalysen von 136 Kolonkarzinompatienten mit synchronen Lebermetastasen einen 
verschlechterten klinischen Verlauf bei vorherrschender hoher SFPR3 Expression (Shen et al. 
2015). Zur Evaluation der Auswirkung einer SFRP3 Abnahme auf die klinische Prognose von 
Adeno- und Plattenepithelkarzinompatienten wurde auf den Lungendatensatz der TCGA 
Plattform sowie auf den Kaplan Meier Plotter zurückgegriffen. Kaplan Meier 
Überlebensanalysen von Adenokarzinompatienten basierend auf dem TCGA Datensatz 
zeigten einen signifikant verbessertes Gesamt- (P=0,021) sowie rezidivfreies Überleben 
(P=0,032) bei erhöhter SFRP3-Expression. Der Kaplan Meier Plotter lieferte mit 720 
Adenokarzinomproben ein deutlich umfangreicheres Kollektiv zur Analyse des SFRP3-
Einflusses auf das Gesamtüberleben dieser Patientenkohorte. Somit konnte mithilfe dieses 
zweiten Datensatzes das Resultat eines verbesserten Gesamtüberlebens von 
Adenokarzinompatienten mit erhöhter SFRP3-Expression validiert und schlussendlich einen 
deutlich drastischeren Einfluss von SFRP3 auf die klinische Prognose von 
Adenokarzinompatienten dargestellt werden. Zusätzlich zu den durchgeführten Kaplan Meier 
Analysen bietet der TCGA Lungendatensatz die Möglichkeit den klinischen Einfluss eines 
möglichen Zielgens mittels des Shedden-Scores zu verifizieren. Der Shedden-Score beruht 
dabei auf dem differenziellen Expressionsprofil von 80 ausgewählten und in 
Adenokarzinomen der Lunge prognostisch relevanten Genen (Cluster6, MethodeA in 
Shedden et al. 2008). Ein hoher Sheddon-Score (d.h. erhöhtes Genexpressionsprofil) in 
Proben von Adenokarzinompatienten ist mit einem ungünstigen Patientenüberleben assoziiert, 
während ein niedriger Wert mit einem für den Patienten vorteilhaften Verlauf der Erkrankung 
einher geht. Spearman Korrelationsanalysen von 488 Adenokarzinomproben deckten eine 
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hochsignifikante Wechselbeziehung zwischen einer erhöhten SFRP3-Expression und einem 
niedrigen Shedden-Score in denselben Karzinomproben auf. Somit unterstreicht diese 
Korrelationsuntersuchung einen möglichen prognostischen Einfluss von SFRP3 auf den 
Verlauf einer Adenokarzinomerkrankung. Für Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der 
Lunge konnte keine einheitliche Auswirkung einer erhöhten SFRP3-Expression auf das 
Gesamtüberleben festgestellt werden. Innerhalb der LUSC-Patientenkohorte des TCGA 
Datensatzes stellte eine variierenden SFRP3-Expression keinen Einfluss auf deren klinischen 
Verlauf dar, während LUSC-Patienten des Kaplan Meier Plotters ein verbessertes 
Gesamtüberleben bei erhöhter Expression aufwiesen.  
Die ersten Ergebnisse dieser Studie deuten auf einen möglicherweise tumorsuppressiven 
Einfluss von SFRP3 auf die Progression des NSCLC Adenokarzinom hin.  
 
5.2. Funktionelle Charakterisierung von SFRP3 im Adeno- und Plattenepithelkarzinom 
der Lunge 
 
Voruntersuchungen dieser Studie legen eine möglicherweise tumorsuppressive Funktion von 
SFRP3 vorrangig im Adenokarzinom der Lunge offen. Ein zentraler Hinweis dafür ist der 
epigenetisch-bedingte Verlust der SFRP3-Expression in Adenokarzinomproben mit einer 
einhergehenden Verschlechterung der Patientenprognose. Im Gegensatz dazu bleibt die 
biologische Funktion von SFRP3 in weiteren Tumorentitäten bisher umstritten. Die 
funktionellen Untersuchungen der Magenkarzinomzelllinie SGC-7901 sowie der 
metastatischen Nierenkarzinomzelllinien Hs891.T und ACHN sprechen SFRP3 eine 
Metastasierungs-unterstützende Wirkungsweise zu (Hirata et al. 2010; Qu et al. 2008). 
Weiterhin führt eine erhöhte SFRP3-Expression in Kolonkarzinompatienten mit synchronen 
Lebermetastasen zu einer Verschlechterung der Patientenprognose (Shen et al. 2015). Zudem 
konnte eine Reduktion der SFRP3-Expression im Zuge der Entstehung eines primären 
Nierenkarzinoms aufgezeigt werden, die jedoch in metastatischen Nierentumoren zurückkehrt 
und mit einer Steigerung der Zellinvasion, Koloniebildung und Zellviabilität einhergeht 
(Hirata et al. 2010). Konträr zu diesen vermeintlich tumorfördernden Effekten von SFRP3 
sind eine Reihe tumorsuppressiver Wirkungsweisen in unterschiedlichen Entitäten 
dokumentiert worden. Demnach konnte eine Reduktion der SFRP3 mRNA Expression in 
primären Melanomen dargelegt werden. Weiterhin führte die Zugabe von rekombinanten 
SFRP3 bei Melanomzellen zur Reduktion der Zellinvasion, Migration sowie zur Inhibition 
der WNT5a-vermittelten Signaltransduktion (Ekström, Sherwood, and Andersson 2011). 
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Ebenso zeigten SFRP3-transfizierte Androgen-unabhängige Prostatakarzinomzellen (PC-3) 
eine Reduktion der Koloniebildung, des Zellwachstums und der Zellinvasion, sowie einer 
höheren Anzahl vonZell-Zellkontakten mit einhergehender phänotypischer Veränderung 
(MET- „mesenchymal epithelial transition“) (Zi et al. 2005). Diese tumorsuppressive 
Wirkung von SFRP3 konnte zudem in Fibrosarkom- sowie Liposarkom Xenograft-Modellen 
in vivo bestätigt werden (Guo et al. 2008).  
Jedoch ist über das molekularbiologische Wirkungsspektrum von SFRP3 im nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom bisher nichts bekannt. In dieser Studie wurde daher eine 
umfassende funktionelle Charakterisierung der putativen tumorsuppressiven Wirkungsweise 
von SFRP3 im NSCLC anhand definierter in vitro Tumormodelle angestrebt. Die in dieser 
Arbeit verwendeten Zelllinien spiegeln dabei die histologischen Hauptsubtypen des NSCLC 
(Adenokarzinom: SK-LU-1 und A549; Plattenepithelkarzinom: H157, H2199 und H2170 
wider. Voruntersuchungen dokumentierten in allen verwendeten Zelllinien eine hohe SFRP3 
Methylierungsfrequenz zwischen 70-90% sowie eine niedrige bzw. moderate basale SFRP3 
mRNA Expression. Lediglich die Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 besaß eine deutliche 
SFRP3 Restexpression. Die in dieser Arbeit genutzten in vitro Modelle beruhen auf zwei 
unterschiedlichen Überexpressionsstudien: Während ein transientes Tumormodell auf einem 
heterogen SFRP3-exprimierendem Zell-Pool basiert, erlaubt ein stabil transfiziertes 
Zellmodell aufgrund eines homogenen Expressionsniveaus die Analyse eines SFRP3-
bedingten Einflusses auf wichtige Signaltransduktionswege. Zunächst diente die Herstellung 
transient transfizierter SFRP3-Zellen als Voraussetzung für eine Charakterisierung der 
biologischen Wirkungsweise von SFRP3 in NSCLC-Zellen. Hierfür wurde sowohl die 
Adeonkarzinomzelllinie SK-LU-1 wie auch die drei Plattenepithelkarzinomzelllinien mit dem 
SFRP3 Überexpressionsvektor pT-Rex-DEST30 transfiziert. Der Verlust der 
Zellzykluskontrolle wird in frühen Phasen der Tumorgenese als initiales Ereignis zur 
Entstehung und Progression von malignen Erkrankungen angesehen und trägt zur 
ungehinderten Replikation sowie Proliferation entarteter Zellen bei (D Hanahan 2000). Aus 
diesem Grund wurde das Zellwachstum der Adeno- und Plattenepithelkarzinomzellen nach 
erfolgreicher SFRP3 Re-Expression mittels zwei unabhängigen Messverfahren bestimmt. Der 
XTT-Proliferationstest beruht dabei auf dem Umsatz des Tetrazoliumsalzes XTT zu 
Formazan in den Mitochondrien stoffwechselaktiver Zellen, weshalb möglicherweise 
Abweichungen aufgrund unterschiedlicher Mitochondrienzahlen innerhalb der verschiedenen 
Zellen auftreten könnten. Aus diesem Grund wurde zusätzlich eine unabhängige direkte 
Zellzahlbestimmung auf Basis der CASY-Impedanzmessung durchgeführt. Dieses System 
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fundiert auf der Messung des Wechselwiderstandes an einer Kapillare, der sich bei 
Durchdringung der Kapillare durch Zellen verändert. Die in vitro 
Plattenepithelkarzinommodelle wiesen sowohl im XTT-Test wie auch mittels 
Impedanzmessung unabhängig von der SFRP3 Expression keine Proliferationsveränderung 
auf. Im Gegensatz dazu zeigten SFRP3 transfizierte SK-LU-1 Adenokarzinomzellen im 
Vergleich zu Leervektor transfizierten Zellen eine tendenzielle Abnahme des Zellwachstums 
in beiden unabhängigen Experimenten. Die Untersuchung des Koloniebildungsvermögens der 
generierten Zellmodelle verdeutlichte ein ähnliches Bild. Während die 
Plattenepithelkarzinomzelllinien nach SFRP3 Re-Expression keine signifikante Veränderung 
der Koloniebildung aufwiesen, zeigte die Adenokarzinomzelllinie SK-LU-1 nach SFRP3 
Transfektion eine hochsignifikante Reduktion gebildeter Kolonien im Vergleich zu 
Kontrollzellen. Im Verlauf der Tumorgenese rückt der Fokus progressiver Karzinomzellen 
neben Zellwachstum und Koloniebildung vermehrt auf Zellmobilität, was schlussendlich in 
der Migration von Tumorzellen aus der Peripherie des Tumorkomplexes mündet (Douglas 
Hanahan and Weinberg 2011). Zur Untersuchung einer SFRP3-vermittelten Änderung der 
Zellmigration wurde auf ein etabliertes Verfahren mittels Ibidi Zellkammern zurückgegriffen 
(Blow 2007). Dieses System erlaubt es, einen reproduzierbaren zellfreien Spalt zwischen zwei 
zellbewachsenen Oberflächen zu generieren und die Besiedlung der zellfreien Fläche zu 
dokumentieren. Die Analyse der Migrationsfähigkeit von SK-LU-1 Zellen nach erfolgter 
SFRP3 Transfektion verdeutlicht eine tendenziell erhöhte Mobilität SFRP3-positiver Zellen, 
wobei dieser Effekt aufgrund der niedrigen Probenzahl statistisch nicht gesichert werden 
konnte. Ausgehend von den Ergebnissen der transient transfizierten gain-of-function Modelle, 
sollten weiterführende funktionelle Analysen stabil SFRP3-transfizierter NSCLC-Zellen 
durchgeführt werden. Hierfür wurden die Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 sowie die 
Adenokarzinomzelllinie A549 ausgewählt. H157 Zellen dienten bereits in einer ganzen Reihe 
von Studien als wichtiges Tumormodell zur Analyse molekularbiologischer Mechanismen im 
Plattenepithelkarzinom der Lunge (Casero et al. 1987; Heusch and Maneckjee 1998; Okamoto 
et al. 1994; Shao et al. 1996). Die Charakterisierung der stabilen SFRP3-Einzelklone zeigte 
auf mRNA Ebene eine deutlich gesteigerte SFRP3-Expression im Gegensatz zu Leervektor-
transfizierten H157-Zellen, woraufhin mit Analysen wichtiger tumorrelevanter Eigenschaften 
begonnen werden konnte. In Konkordanz mit den Ergebnissen der transienten gain-of-
function Modelle zeigte die stabile SFRP3 Re-Expression keinen Einfluss auf das 
Zellwachstum von H157-Zellen. Weiterhin zeigte sich in SFRP3-positiven sowie 
korrespondierenden Leerklonen ein nahezu identisches Koloniebildungsvermögen nach 10-
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tägiger Versuchsdauer. Es konnte zudem festgestellt werden, dass sich nach zusätzlicher 
SFRP3-Expression keine Veränderung der Zelladhäsion und Migration von H157-Klonen 
einstellte. Die Zelllinie A549 wurde erstmals 1972 aus einem humanen Adenokarzinom der 
Lunge isoliert, wobei deren molekularbiologischer Hintergrund dem von Typ II 
Alveolarepithelzellen entspricht (Lieber et al. 1976). Weiterhin zeichneten sich A549-Zellen 
durch ein stark reduziertes SFRP3-Expressionsniveau (∆Ct=13,6) mit einhergehender 
Hypermethylierung im Exon1 (ca. 70%) aus. Zusätzlich unterstreichen weitreichende 
funktionelle Analysen die geeignete Nutzung der Zelllinie A549 als ideales Tumormodell zur 
Untersuchung der Entstehung sowie Progression von Adenokarzinomen der Lunge in vitro 
sowie in vivo (X. Li et al. 2003; Savai et al. 2005; Trussardi et al. 1998; X. Wang, Fu, and 
Hoffman 1992). Aus diesen Gründen wurde zu Beginn der funktionellen Charakterisierung 
von SFRP3 im humanen Adenokarzinom der Lunge ein entsprechendes stabiles 
Überexpressionsmodell in der Zelllinie A549 etabliert. Die Charakterisierung der generierten 
Einzelklone ergab auf mRNA Ebene eine deutliche SFRP3 Re-Expression. Die 
Immunfluoreszenzanalysen der SFRP3-Klone verifizierte die erzielte Überexpression auf 
Proteinebene und zeigte eine zytoplasmatische sowie perinukleäre Lokalisation von SFRP3. 
Mitglieder der SFRP-Familie stellen extrazelluläre WNT-Antagonisten dar und besitzen ein 
N-terminales Sekretionssignal, weshalb eine niedrige Proteinakkumulation innerhalb des 
Zytoplasma nach Überexpression möglich ist (Kawano and Kypta 2003). Womöglich ist der 
erhaltene perinukläre SFRP3-Nachweis auf den Proteinsyntheseort am rauen 
endoplasmatischen Retikulum zurückzuführen (Harding, Zhang, and Ron 1999; Walter, 
Gilmore, and Blobel 1984). Nach erfolgter Bestätigung einer vorliegenden SFRP3 
Überexpression in den stabil generierten A549-Einzelklonen sollten wiederum tumorrelevante 
Eigenschaften der Lungenkarzinomzellen in Abhängigkeit der zugrunde liegenden SFRP3-
Expression untersucht werden. Die Untersuchung der Zellproliferation von SFRP3-
exprimierenden A549-Klonen im Vergleich zu SFRP3-defizienten Zellen mittels XTT-
Proliferationstest sowie der CASY-basierten Impedanzmessung zeigte kein verändertes 
Proliferationsvermögen nach SFRP3 Re-Expression. Die Analyse des 
Koloniebildungsvermögens hingegen verdeutlichte eine hochsignifikante Reduktion (um 
20%) gebildeter Kolonien in SFRP3-Klonen im Gegensatz zur Kontrollgruppe. Dahingegen 
hatte eine erhöhte SFRP3-Expression in A549 Zellen keinen signifikanten Einfluss auf die 
Zelladhäsion. Abschließend sollte das Migrationsverhalten SFRP3-exprimierender Zellen 
vergleichend zu den korrespondierenden Leerklonen mit Hilfe eines Wundheilungstests 
analysiert werden. Die lichtmikroskopische Dokumentation sowie die densitometrische 
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Auswertung der verbliebenen zellfreien Oberfläche zu jedem Versuchszeitpunkt verdeutlicht 
ein signifikant gesteigertes Migrationsverhalten von SFRP3-reexprimierenden A549-Zellen 
im Gegensatz zu SFRP3-defizienten Klonen. Die Zusammenfassung der Endzeitpunkte, bei 
denen der erste Zellklon die komplette zellfreie Fläche besiedelte, ergab eine hochsignifikante 
Migrationszunahme der A549-Zellen nach SFRP3 Re-Expression. Zusammenfassend zeigten 
die durchgeführten funktionellen Untersuchungen der Adenokarzinomzelllinie A549 eine 
SFRP3-bedingte Reduktion des Koloniebildungsvermögens bei gleichzeitiger Steigerung des 
Migrationsverhaltens. In diesem Zusammenhang wäre es möglich, dass Tumorzellen mit 
einem gesteigerten Migrationsvermögen aus der Peripherie eines Karzinomherdes ausbrechen 
und somit deren Fähigkeit zur lokalen Koloniebildung in den Hintergrund tritt. Mechanistisch 
könnte diese Veränderung mit einer Zunahme des Metastasierungspotentials von 
Karzinomzellen in Verbindung gebracht werden (Lisa M. Coussens and Werb 2002; Sander et 
al. 1998). Die ermittelten eigenen Resultate einer gesteigerten SFRP3-Expression in A549-
Zellen stehen dabei in Einklang mit den Ergebnissen der transienten SFRP3-Expression in 
SK-LU-I Zellen, die ebenso eine hochsignifikante Reduktion der Koloniebildung und ein 
tendenziell gesteigertes Migrationsverhalten nach SFRP3-Expression aufwiesen. Somit 
verdeutlicht die funktionelle Charakterisierung von SFRP3 in den untersuchten 
Adenokarzinomzelllinien einen möglicherweise tumorförderlichen Einfluss einer gesteigerten 
SFRP3-Expression. Bisherige Studien im humanen Nieren- sowie Kolonkarzinom 
unterstreichen die Annahme, dass eine erhöhte SFRP3-Expression zur Tumorprogression und 
Metastasierung beitragen kann (Hirata et al. 2010; Shen et al. 2015). Zusätzlich führte eine 
gesteigerte SFRP3-Expression in primären Nierenkarzinomzelllinien in vitro zu einem 
Anstieg der Zellviabilität, - Invasion sowie Koloniebildung bei gleichzeitiger Abnahme der 
Zellapoptose (Hirata et al. 2010). Ein RNAi-vermittelter SFRP3-Knockdown in 
metastatischen Nierenkarzinomzelllinien führte zur Reduktion der Zellviabilität - und 
Invasion in siRNA-behandelten Zellen (Hirata et al. 2010). Weiterhin konnte eine erhöhte 
SFRP3-Expression in Lebermetastasen eines primären Kolonkarzinoms nachgewiesen 
werden, wobei diese Expressionssteigerung mit einer Verschlechterung der klinischen 
Prognose von metastatischen Kolonkarzinompatienten einhergeht (Shen et al. 2015). Ein 
weiterer Punkt, der für einen möglicherweise tumorfördernden Einfluss von SFRP3 spricht, 
ist die beobachtete phänotypische Veränderung der A549-Zellen nach SFRP3 Transfektion. 
So weisen SFRP3-defiziente A549-Zellen eine epithelialeForm mit der Interaktion zu 
benachbarten Zellen auf, während SFRP3-reexprimierende Klone mesenchymal und zumeist 
ein vereinzeltes Wachstum mit wenigen Verbindungen zu Nachbarzellen aufzeigen. Zudem 
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zeigte eine Phalloidin-basierte Färbung des Aktinzytoskeletts, dass SFRP3-exprimierende 
A549-Zellen verdickte Aktinfasern bildeten, die im Bereich der Filopodien und 
Lamellipodien zusammen laufen. Eine mesenchymale Veränderung von Zellen mit einer 
gesteigerten Migration konnte bereits in vorangegangenen Studien aufgezeigt werden (Friedl 
& Gilmour 2009; Schaefer et al. 2009). So verhilft die Ausbildung von Stressfasern zwischen 
fokalen Adhäsionskomplexen der mechanischen Interaktion der Zelle mit der extrazellulären 
Matrix und ermöglicht die Migration entlang von 2D Oberflächen (Friedl and Gilmour 2009; 
Zaidel-Bar et al. 2004). Fokale Adhäsionen können dabei aus bis zu 50 verschiedenen 
Proteinen aufgebaut sein, wobei neben strukturgebenden Proteinen (u.a. Integrine, 
Fibronektin, Filamin, Vinculin) eine Reihe von signalübertragenden Proteinen wie die 
Tyrosinkinasen c-Src oder FAK eine wichtige Funktion zukommt (Zamir and Geiger 2001). 
Die fokale Adhäsionskinase (FAK) ist maßgeblich an der dynamischen Regulation von 
Aktinstrukturen sowie fokalen Adhäsionskomplexen beteiligt (Sieg, Hauck, and Schlaepfer 
1999). Hierbei spielt die Phosphorylierung des Tyrosinrests 397 innerhalb der C-terminalen 
Domäne von FAK eine tragende Rolle in der Förderung der FAK-vermittelten Zellmigration 
(Sieg, Hauck, and Schlaepfer 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der nicht-
kanonische WNT-Signalweg (planar cell polarity - PCP Signalweg) zusätzlich einen 
entscheidenden Einfluss auf die Reorganisation des Aktin-Zytoskelettes sowie die Regulation 
der Zellpolarität und Migration besitzt (C. Jones and Chen 2007; Seifert and Mlodzik 2007; 
Winter et al. 2001; Wodarz 2001). Als zentrales Molekül des PCP-Signalweges gilt die 
GTPase Rho, welche stromabwärts-gelegene Kinasen wie JNK (Jun N-terminale Kinase) 
aktiviert sowie als Schaltermolekül zwischen der transkriptionellen Aktivierung c-Jun-
abhängiger Zielgene und der Induktion der Zytoskelett-Neuanordnung fungiert (Rao and Kühl 
2010). Rho reguliert somit die Polymerisierung der Aktinfasern zur Aufrechterhaltung von 
Stressfasern, Lamellipodien, Filopodien und fokaler Adhäsionskomplexe (Amano et al. 1997; 
Hall 1998; Nobes and Hall 1995). Ebenso verdeutlichten in vitro Studien mit inaktivierter 
JNK einen Verlust der Migrationsfähigkeit entsprechender Zellen (C. Huang et al. 2003; Y 
Xia et al. 2000; Ying Xia and Karin 2004). Zudem konnte ein Einfluss einer aktiven JNK auf 
die Polymerisierung des Aktin-Zytoskelettes aufgezeigt werden (Jasper et al. 2001; 
Kaltschmidt et al. 2002; Ricos et al. 1999). Um die morphologischen sowie migratorischen 
Veränderungen SFRP3-positiver A549 Zellen detaillierter zu adressieren wurden 
Proteinlysate der generierten A549-Klone mittels Western Blot Analytik auf deren Gehalt an 
Gesamt-FAK, - Rho, - JNK und deren jeweilige funktionell aktiven Formen untersucht. Die 
Aktivität von FAK wird dabei maßgeblich durch Autophosphorylierung des Tyrosin an 
5.0. Diskussion 
 
174 
 
Position 397 sowie der Src-Kinase-abhängigen Phosphorylierung der Tyrosine 576/577 und 
925 sichergestellt (Calalb, Polte, and Hanks 1995; Chen et al. 1996; Cobb et al. 1994; Schaller 
et al. 1994; Schlaepfer et al. 1994; Zhang et al. 1999). Die densitometrische Auswertung der 
durchgeführten Western Blot-Analyse zeigte keine signifikante Veränderung der FAK-
Phosphorylierung an den Positionen Tyr397/576/577 nach erfolgter SFRP3-Re-Expression. 
Dahingegen konnte eine signifikante Abnahme der Src-abhängigen Phosphorylierung des 
Tyrosin 925 in der C-terminalen Region von FAK in SFRP3-exprimierenden A549-Klonen 
im Vergleich zu SFRP3-defizienten Zellen festgestellt werden. Im Gegensatz zu FAK fungiert 
Rho als kleines GTP-bindendes Protein, dessen Aktivität auf der Hydrolyse des Kofaktors 
GTP zu GDP und der nachfolgenden Übertragung des freien Phosphats auf 
stromabwärtsgelegene Kinasen beruht (Colicelli 2004; Vigil et al. 2010; Wennerberg and Der 
2004). Die GTP-gebundene Form von Rho wird dabei als funktionell aktive Form angesehen 
(Vigil et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst GTP-gebundes Rho aus einem 
Gesamtproteinlysat von SFRP3-exprimierenden sowie -defizienten A549-Klonen isoliert und 
abschließend die Menge an aktivem Rho im Kontext zu vorliegendem Gesamt-Rho bestimmt. 
Die ermittelte Menge an GTP-gebundenem Rho vergleichend zwischen SFRP3-
reexprimierenden A549-Klonen und Leerklonen war jedoch nahezu identisch. Die Jun-N-
terminale Kinase (JNK) stellt eine von Rho stromabwärtsgelegene Kinase dar, die einerseits 
durch Übertragung des freien Phosphatrests sowie durch stromaufwärtsgelegene Kinasen 
aktiviert werden kann (J M Kyriakis and Avruch 2001; John M Kyriakis and Avruch 2012). 
JNK werden durch drei Gene codiert, deren alternative Splicing-Formen in einer erheblichen 
Anzahl von JNK-Isoformen (u.a. p46, p54) resultieren (John M Kyriakis and Avruch 2012). 
Die in dieser Studie durchgeführte Western Blot-Analyse zur Immundetektion von JNK p46 
und p54 in SFRP3-exprimierenden A549-Zellen und korrespondierenden Leerklonen 
verdeutlichte keinen signifikanten Einfluss einer gesteigerten SFRP3-Expression auf die 
Gesamtproteinmenge beider Isoformen. Gleiches verdeutlichte das Ergebnis des quantitativen 
Nachweises der phosphorylierten und damit aktiven JNK-Isoformen p46/p54. Die 
durchgeführten Western Blot-Analysen legten somit keinen Einfluss einer focierten SFRP3-
Expression in der Adenokarzinomzelllinie A549 auf eine mögliche Aktivitätssteigerung des 
GTP-Bindeproteins Rho, der Jun-N-terminalen Kinase (JNK) und der fokalen 
Adhäsionskinase (FAK) nahe, weshalb eine mögliche aktivierende Wirkungsweise von 
SFRP3 auf den PCP-Signalweg als wenig plausibel erscheint. Hirata et al. deckten bereits 
2010 eine Steigerung der Zellinvasion, -Metastasierung und Angiogenese von primären 
Nierenkarzinomzelllinien nach SFRP3 Transfektion auf und legten eine SFRP3-bedingte 
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Expressionszunahme der Metallomatrixproteinase 3 (MMP3) sowie Angiopoietin1 
(ANGPT1) zu Grunde (Hirata et al. 2010).In dieser Entität spielt ein aberranter WNT-
Signalweg eine untergeordnete Rolle, weshalb eine fehlende Regulation durch Mitglieder der 
SFRP-Familie als Ursache der Tumorprogression nicht zu vermuten ist (Saini et al. 2009). 
Zusätzlich lassen diese Studien in Verbindung mit den eigenen erfassten in vitro Daten eine 
mögliche WNT-Signalwegs-unabhängige Funktionsweise von SFRP3 mutmaßen.  
 
5.3. Die tumorsuppressive Wirkungsweise von SFRP3 bei aktivem kanonischen WNT-
Signalweg 
 
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit konnte bereits ein Subtyp-spezifisches Expressionsprofil 
wichtiger WNT-Signalwegskomponenten im Bonchialkarzinom identifiziert werden. In 
diesem Zusammenhang zeigten Proben von Adenokarzinompatienten ein erhöhtes 
Genexpressionsprofil extrazellulärer WNT-Liganden (u.a. WNT1, WNT2, WNT3), die 
vorranging an der Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges beteiligt sind, während 
nicht-kanonische WNT-Liganden (u.a. WNT5A, WNT11) vornehmlich in 
Plattenepithelkarzinomen exprimiert werden (Pourreyron et al. 2012; Yuzugullu et al. 2009). 
Die Regulation des WNT-Signalweges wird dabei maßgeblich durch die extrazellulären 
WNT-Antagonisten der SFRP-Familie aufrecht erhalten (Kawano and Kypta 2003). 
Vorangegangene Studien der Interaktion von SFRP3 mit kanonischen sowie nicht-
kanonischen WNT-Liganden deckten dabei eine Inhibition des kanonischen WNT-
Signalweges überwiegend vermittelt durch SFRP3 auf (Bafico et al. 1999; Leyns et al. 1997; 
K. Lin et al. 1997; Mayr et al. 1997; S Wang, Krinks, and Moos 1997). So konnte festgestellt 
werden, dass SFRP3 die nicht-kanonischen WNT-Liganden WNT5A und WNT11 bindet, 
jedoch deren Signaltransduktion nicht inhibiert (K. Lin et al. 1997; S Wang, Krinks, and 
Moos 1997; Wawrzak et al. 2007). Im Gegensatz dazu verdeutlichten Interaktionsstudien eine 
Bindung von SFRP3 mit kanonischen WNT-Liganden (WNT2, WNT3A, WNT8 und 
vorwiegend WNT1), wobei lediglich eine Hemmung des kanonischen WNT-Signalweges 
durch WNT1/WNT2/WNT8-Bindung bestätigt werden konnte (Bafico et al. 1999; K. Lin et 
al. 1997; S Wang, Krinks, and Moos 1997; Wawrzak et al. 2007). Unabhängige Studien einer 
erhöhten WNT1 Expression in 151 sowie 216 primären NSCLC-Patientenproben verifizierten 
eine signifikante Assoziation einer aberranten WNT1 Expression mit einer gesteigerten 
Tumorproliferation, Angiogenese, wie auch einer Verschlechterung der Patientenprognose 
(HR 1.983) (C. L. Huang et al. 2008; Nakashima et al. 2008). Zudem zeigten 40,4% der 
5.0. Diskussion 
 
176 
 
untersuchten Adenokarzinome eine tumorbedingte Steigerung der WNT1 Proteinexpression 
(Nakashima et al. 2008). Diese Studien in Verbindung mit dem eigenen Ergebnis einer 
erhöhten WNT1 und SFRP3 mRNA Expression in Adenokarzinomproben des TCGA 
Datensatzes liefern Hinweise darauf, dass der kanonische WNT-Signalweg nach Verlust von 
SFRP3 und Aktivierung durch WNT1 eine wichtige Rolle in der Progression eines 
Adenokarzinoms der Lunge spielen könnte. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde auf 
das generierte SFRP3 in vitro Tumormodell der Adenokarzinomzelllinie A549 
zurückgegriffen. Die Validierung der WNT1 mRNA Expression in A549-Wildtypzellen 
deckte ein niedriges endogenes Expressionsniveau auf (∆Ct=12,5), weshalb von einer 
unzureichenden Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges durch WNT1 in diesem 
Zellmodell ausgegangen wurde. In Folge dessen wurden stabil SFRP3-exprimierende sowie -
defiziente A549-Zellen zusätzlich mit einem WNT1-Überexpressionsvektor transfiziert, was 
in einer möglichen Induktion des kanonischen WNT-Signalweges resultierte. Anschließend 
wiesen WNT1-transfizierte SFRP3-Klone eine ca. 12000-fache und Leerklone eine ca. 5000-
fache WNT1-Überexpression im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Kontrollzellen auf. 
Ausgehend von einer WNT1-bedingten Induktion des kanonischen WNT-Signalweges sollte 
der Einfluss einer gesteigerten SFRP3-Expression auf wichtige tumorrelevante Eigenschaften 
wie der Zellproliferation und -Migration, sowie auf eine mögliche WNT-inhibitorische 
Wirkung von SFRP3 getestet werden. Hierbei zeigten SFRP3-exprimierende A549-Zellen mit 
zusätzlicher WNT1-Transfektion im XTT-Proliferationstest eine signifikante Reduktion des 
Zellwachstums vergleichend zu SFRP3-defizienten/WNT1-exprimierenden Zellen. Die 
unabhängige Untersuchung der Zellzahlzunahme mittels einer CASY-basierten 
Impedanzmessung konnte dieses Resultat tendenziell validieren. Initiale Untersuchungen der 
Zellmotilität von A549-Zellen verdeutlichten eine SFRP3-bedingte Steigerung der 
Zellmigration im Wundheilungstest. Dieses Ergebnis konnte nach zusätzlicher WNT1-
Transfektion in den jeweiligen A549-Klonen nicht bestätigt werden. Hierbei zeigten SFRP3-
exprimierende sowie -defiziente A549-Klone nach WNT1-Induktion ein nahezu identisches 
Migrationsverhalten. Aufgrund der tumorfördernden Wirkungsweise von WNT1 im NSCLC, 
hätte eine gesteigerte WNT1-Expression erwartungsgemäß zum Anstieg der Zellmigration 
und damit möglicherweise zu einer additiven Zunahme der Motilität nach SFRP3-Re-
Expression führen können (He et al. 2004; Nakashima et al. 2008). Die Aktivität des 
kanonischen WNT-Signalweges wird maßgeblich durch Bindung extrazellulärer WNT-
Liganden an Membran-durchspannende Frizzled-Rezeptoren gewährleistet, deren 
Signalweiterleitung abschließend in der direkten transkriptionellen Aktivierung von 
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TCF/LEF-Zielgegen wie CyclinD1 mündet (Bruhn, Munnerlyn, and Grosschedl 1997; 
Carlsson, Waterman, and Jones 1993; Giese, Cox, and Grosschedl 1992; Pinson et al. 2000; 
Wehrli et al. 2000; Van de Wetering et al. 1997). CyclinD1 stellt einen Hauptregulator des 
Zellzyklus dar, dessen vorranginge Aufgabe darin besteht die Abfolge der einzelnen Zyklen 
(G1-S-G2-Mitose) sicherzustellen (Stacey 2003). Analysen eines möglichen SFRP3/WNT1-
bedingten Einflusses auf die Transkription von CyclinD1 im Adenokarzinom der Lunge 
sollten Rückschlüsse auf eine mögliche WNT-antagonistische Funktion von SFRP3 zulassen. 
In diesem Zusammenhang zeigten WNT1-stimulierte SFRP3-exprimerende A549-Klone im 
Vergleich zu Kontrollzellen eine drastische und nahezu 200-fache Herabregulation der 
CyclinD1 mRNA Expression. Somit liefern die ermittelten Ergebnisse eine mögliche 
Abhängigkeit der tumorsuppressiven Wirkungsweise von SFRP3 mit einem durch WNT1 
stimulierten und somit aktiven kanonischen WNT-Signalweg. Dies würde in Einklang mit 
einer bereits gezeigten Inhibition des kanonischen WNT-Signalweges durch direkte 
Interaktion von SFRP3 mit WNT1 stehen (K. Lin et al. 1997). Zudem sprechen eine Reihe 
von in vitro Untersuchungen in diversen Tumorentitäten SFRP3 eine putative 
Tumorsuppressorfunktion zu (Guo et al. 2008; Qu et al. 2008;Qu et al. 2008; Ekström et al. 
2011). So führte eine gesteigerte SFRP3-Expression in der Fibrosarkomzelllinie HT1080 zur 
Reduktion des Tumorvolumens in vivo sowie zur Abnahme der Zellmigration und -invasion 
in vitro (Guo et al. 2008). Weiterhin zeigten SFRP3-positive Magenkarzinomzellen (SGC-
7901) eine Verminderung der Zellproliferation und -Invasion bei einhergehender Steigerung 
der Expression von Adhäsionsmolekülen wie z.B. Colagen I, Fibronektin, Laminin (Qu et al. 
2008). Zudem konnte eine Invasions- und Migrationshemmende Wirkungsweise durch 
Zugabe von rekombinantem SFRP3 in der Melanomzelllinie A2058 aufgezeigt werden 
(Ekström, Sherwood, and Andersson 2011). Die beobachtete mögliche WNT1-abhängige 
Wirkungsweise von SFRP3 beschränkt sich jedoch nur auf das untersuchte in vitro 
Tumormodell eines Adenokarzinoms der Lunge und entspricht nicht einer möglichen 
kausalen Wechselwirkung beider Moleküle in Tumorzellen von NSCLC-Patienten. Hierfür 
wurde im weiteren Verlauf der vorliegenden Studie das mRNA Expressionsprofil von WNT1 
im eigenen kryoasservierten Frischgewebekollektiv mittels semiquantitativer Real-time PCR 
bestimmt. Dabei konnte eine nahezu 6-fache Reduktion der WNT1 mRNA Expression in 
primären NSCLC-Proben vergleichend zu korrespondierenden Normalgeweben ermittelt 
werden. Dieses Ergebnis steht dabei im Kontrast zu bisherigen Studien, die eine erhöhte 
WNT1 Expression in 151 sowie 216 primären NSCLC-Patientenproben aufdeckten und dabei 
eine signifikante Assoziation einer aberranten WNT1 Expression mit einer gesteigerten 
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Tumorproliferation, Angiogenese, wie auch einer Verschlechterung der Patientenprognose 
(HR 1.983) offen legten (C. L. Huang et al. 2008; Nakashima et al. 2008). Zudem zeigten 
40,4% der untersuchten Adenokarzinome eine tumorbedingte Steigerung der WNT1 
Proteinexpression (Nakashima et al. 2008). Weiterhin führten Korrelationsanalysen der WNT1 
sowie SFRP3 mRNA Expression im eigenen Kollektiv zum Resultat einer signifikant 
positiven Wechselbeziehung zwischen SFRP3 und WNT1 (Spearman r=0,4229; P=0,044). 
Spearman Korrelationsuntersuchungen auf Grundlage des TCGA Lungendatensatzes 
verifizierte eine hochsignifikante Korrelation der mRNA Expression beider Moleküle 
(r=0,2052; P<0,0001), sodass nachfolgende Überlebensanalysen einen möglichen Einfluss 
dieser Interaktion auf das Gesamtüberleben von Adenokarzinompatienten validieren sollten. 
Kaplan Meier Überlebensanalysen von 151 NSCLC-Proben mit einer aberranten WNT1 
Expression deckten bereits ein signifikant verschlechtertes Gesamtüberleben bei erhöhter 
WNT1 Expression auf (Nakashima et al. 2008), wohingegen Überlebensanalysen von 454 
Adenokarzinompatienten des TCGA Datensatzes keinen signifikanten Einfluss einer 
abweichenden WNT1 Expression auf das Gesamtüberleben der untersuchten Patienten 
verdeutlichten. Die Aufspaltung der WNT1-niedrig sowie WNT1-hoch exprimierenden 
Adenokarzinomproben entsprechend ihrer SFRP3 mRNA Expression erlaubt eine Aussage 
über eine mögliche prognostische Relevanz der bisher beobachteten SFRP3/WNT1 
Abhängigkeit. So führt ein verändertes SFRP3-Expressionsniveau in 
Adenokarzinompatienten mit endogen niedriger WNT1 Expression zu keiner Veränderung des 
Patientengesamtüberlebens (P=0,354), wohingegen WNT1-hoch exprimierende 
Adenokarzinompatienten mit zusätzlich hoher SFRP3-Expression ein signifikant verbessertes 
Gesamtüberleben im Vergleich zur Patientengruppe WNT1
hoch
/SFRP3
niedrig
 aufweisen 
(P=0,01).    
Wie bereits erwähnt zeigen unabhängige funktionelle Untersuchungen von SFRP3 einen 
ambivalenten Einfluss einer erhöhten SFRP3-Expression auf die Tumorprogression diverser 
Karzinomtypen, sodass SFRP3, ausgehend von diesen Daten, keine eindeutige Zuordnung als 
möglichen Tumorsuppressor zukommt (Ekström, Sherwood, and Andersson 2011; Guo et al. 
2008; Hirata et al. 2010; Qu et al. 2008; Shen et al. 2015; Zi et al. 2005). Die in dieser Arbeit 
durchgeführten in vitro sowie in silico Studien sollten auf eine mögliche funktionelle 
Charakterisierung von SFRP3 im humanen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom abzielen. So 
konnte eine Reduktion von SFRP3 mit einer einhergehenden Hypermethylierung des Exon1 
vornehmlich im Adenokarzinomen der Lunge festgestellt werden, während der 
vorherrschende Verlust von SFRP3 im Plattenepithelkarzinom scheinbar nicht auf 
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epigenetische Mechanismen zurückzuführen ist. Weiterhin verdeutlichten Kaplan Meier 
Überlebensanalysen lediglich einen prognostischen Einfluss einer aberranten SFRP3-
Expression auf das rezidivfreie sowie Gesamtüberleben von Adenokarzinompatienten, jedoch 
nicht für Plattenepithelkarzinompatienten. Funktionelle Analysen einer gesteigerten SFRP3-
Expression im Plattenepithelkarzinommodell zeigten zudem keine Veränderungen 
tumorrelevanter Eigenschaften dieser Karzinomzellen, weshalb zusammenfassend SFRP3 
möglicherweise kein Einfluss in der Progression eines Plattenepithelkarzinoms der Lunge 
zukommt. Im Gegensatz dazu verdeutlichten Adenokarzinomzellen mit einem potentiell 
inaktiven kanonischen WNT-Signalweg, eine tumorfördernde Wirkungsweise von SFRP3, 
maßgeblich vermittelt durch eine morphologische Veränderung der Zellen mit assoziierter 
Migrationssteigerung im Wundheilungstest. Nach Aktivierung des kanonischen WNT-
Signalweges im Adenokarzinommodell durch WNT1, führt eine erhöhte SFRP3-Expression 
zur Reduktion des Zellwachstums und Inhibition der transkriptionellen Aktivierung des 
WNT-Zielgens CyclinD1, weshalb eine ambivalente Wirkungsweise von SFRP3 auf die 
Progression des humanen Adenokarzinoms der Lunge angenommen wird. Eine mögliche 
Signalkaskade, die durch SFRP3 zu einer Förderung der Tumorprogression führt, konnte in 
dieser Arbeit nicht identifiziert werden und bedarf weiterer eingehender Studien am A549-
Tumormodell. Währenddessen steht die putativ tumorsuppressive Wirkung von SFRP3 nach 
WNT1-Stimulation in Einklang mit der WNT-antagonistischen Funktion der SFRP-
Familienmitglieder und der bisher beschriebenen Inhibition der WNT1-Signaltransduktion (K. 
Lin et al. 1997; S Wang, Krinks, and Moos 1997). Ein möglicher daraus resultierender 
Signalweg ist in Abbildung 45 dargestellt. Abbildung 45A illustriert die Signalkaskade eines 
aktiven kanonischen WNT-Signalweges. So führt die Bindung des Liganden WNT1 an 
membranständige Frizzled-Rezeptoren zur Hyperphosphorylierung von DSH mit 
anschließender Übertragung des Phosphat an den stromabwärts gelegenen ß-Catenin-
Destruktionskomplex, bestehend aus Axin, GSK3ß und APC (Bhanot et al. 1996; Pinson et al. 
2000; Y. Wang et al. 1996; Wehrli et al. 2000; Yanagawa et al. 1995). Infolgedessen kommt 
es zum Zerfall des Destruktionskomplexes und der Akkumulation zytoplasmatischen ß-
Catenins, was in den Zellkern transloziert und mit den Transkriptionsfaktoren TCF/LEF an 
der transkriptionellen Aktivierung von tumorfördernden Genen (u.a CyclinD1) beteiligt ist 
(Bruhn, Munnerlyn, and Grosschedl 1997; Carlsson, Waterman, and Jones 1993; Funayama et 
al. 1995; Giese, Cox, and Grosschedl 1992; Van de Wetering et al. 1997).  
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Abbildung 45: Modell der möglichen SFRP3-vermittelten Regulation des kanonischen WNT-Signalweges. (A) 
Darstellung des aktiven kanonischen WNT-Signalweges. Die Bindung von WNT1 an Frizzled-Rezeptoren führt zur 
Aktivierung der Signalkaskade, durch Phosphorylierung von Dsh mit anschließender Destabilisierung des ß-Catenin-
Destruktionskomplexes (Axin/GSK3ß/APC). ß-Catenin akkumuliert im Zytosol, transloziert in den Zellkern und fungiert dort 
als Kofaktor von TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren, die abschließend die Transkription von Zielgenen wie CyclinD1 
induzieren. (B) WNT-Antagonisten, wie SFRP3, binden aufgrund ihrer Cystein-reichen Domäne extrazelluläre WNT-
Liganden. Diese Bindung führt zur Inhibition des kanonischen WNT-Signalweges, indem eine Destabilisierung des 
Destruktionskomplexes verhindert  und in Folge dessen der Abbau von zytosolischem ß-Catenin erzielt wird. Abschließend 
bleibt die transkriptionelle Aktivierung von ß-Catein/TCF/LEF-Zielgenen aus. Abbildung verändert nach Kawano & Kypta 
2003; Rao & Kühl 2010.   
Abbildung 45B verdeutlicht die SFRP3-bedingte Inhibition des kanonischen WNT-
Signalweges. SFRP3 besitzt die Fähigkeit aufgrund seiner Cystein-reichen Domäne WNT-
Liganden zu binden und somit deren Interaktion mit Fz-Rezeptoren zu unterdrücken (Fedi et 
al. 1999; Finch et al. 1997; Glinka et al. 1998; Leyns et al. 1997; K. Lin et al. 1997; Mao et al. 
2001; S Wang, Krinks, and Moos 1997). Diese WNT-SFRP-Bindung führt zur Inaktivierung 
des kanonischen WNT-Signalweges, indem keine Dsh-Phosphorylierung am 
zytoplasmatischen Teil der Fz-Rezeptoren stattfindet. Dies führt nachfolgend nicht zur 
Destabilisierung des Destruktionskomplexes und resultiert in der Phosphorylierung sowie 
Ubiquitinierung von ß-Catenin mit einhergehendem Abbau (Henderson 2000; Neufeld et al. 
2000; Rosin-Arbesfeld, Townsley, and Bienz 2000). Schlussendlich verhindert die gerichtete 
Bindung von SFRP3 an extrazelluläre WNT-Liganden, wie WNT1, die transkriptionelle 
Aktivierung von ß-Catenin/TCF/LEF-Zielgenen und inhibiert möglicherweise über diesen 
Signalweg die Progression eines humanen Adenokarzinom der Lunge.  
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5.4. NDRG2 als potentielles Tumorsuppressorgen im NSCLC 
 
In der vorliegenden Studie konnte eine mögliche ambivalente Wirkungsweise von SFRP3 im 
Adenokarzinom der Lunge identifiziert werden. Während eine putativ tumorsuppressive 
Funktion auf eine SFRP3-bedingte Repression des kanonischen WNT-Signalweges zurück zu 
führen sein könnte, bleibt eine mögliche Signalkaskade, die durch eine erhöhte SFRP3-
Expression zur morphologischen und migratorischen Veränderung von Adenokarzinomzellen 
beiträgt, unbekannt. Aus diesem Grund sollten putative SFRP3 assoziierte Gene mit Hilfe der 
Software cBioPortal auf Basis des TCGA Lungen Adenokarzinomdatensatz (n=522) 
identifiziert werden (Cerami et al. 2012; Gao et al. 2013). Identifiziert wurde u.a. das N-Myc 
Downstream-regulated Gen 2 (NDRG2), welches eine starke positive Korrelation zur 
Expression von SFRP3 aufwies (Spearman r=0,41; Pearson r=0,42). Initiale 
Expressionsanalysen verdeutlichten eine 12,5-fache Abnahme der NDRG2 mRNA Expression 
in primären NSCLC-Proben des eigenen Frischgewebekollektives. Darauffolgende 
Korrelationsanalysen der NDRG2 und SFRP3 mRNA Expression in denselben Proben 
verifizierte eine hochsignifikant positive Korrelation der NDRG2-SFRP3-Expressionsachse 
(Spearman r=0,8508; P<0,0001).   
Moleküle der NDRG Genfamilie  sind vornehmlich Tumorsuppressoren die maßgeblich durch 
Myc reprimiert werden (Hwang et al. 2011) und an unterschiedlichsten zellulären Prozessen, 
wie z.B. der Regulation der Zellproliferation und Differenzierung, beteiligt sind (Melotte et 
al. 2010). Bisherige Studien zu NDRG2 evaluierten eine Expressionsabnahme in Brust-, 
Kolon-, Haut-, Leber- sowie Magenkarzinomen und korrelierten dies mit einer steigenden 
Tumorprogression (Assamaki et al. 2007; C. L. Dong et al. 2008; Hummerich et al. 2006; Y. 
J. Kim, Yoon, Kim, Choi, et al. 2009; Park et al. 2007; L. Wang et al. 2008). Zudem deckten 
Untersuchungen im humanen Lungenkarzinom eine signifikante Abnahme von NDRG2 im 
Adeno- sowie Plattenepithelkarzinom der Lunge mit einhergehender Verschlechterung der 
Patientenprognose auf (S. J. Li et al. 2013). Semiquantitative RT-PCR Analysen von Adeno- 
sowie Plattenepithelkarzinomproben verdeutlichten eine stetige Abnahme der NDRG2-
Expression entlang einer Progressionsreihe von Tumoren des Stadium I bis Stadium III, 
wohingegen eine NDRG2-Expressionszunahme sowohl in Adeno- als auch 
Plattenepithelkarzinomen mit steigendem Tumor-Grading einherging (S. J. Li et al. 2013). 
Weiterhin zeigten Expressionsanalysen auf Basis des TCGA Lungendatensatzes eine 
signifikante Abnahme der NDRG2-Expression sowohl in Adeno- als auch in 
Plattenepithelkarzinomen der Lunge, wobei eine NDRG2 Reduktion im Adenokarzinom bei 
fortgeschreitender Tumorprogression (pT2-4, stage2-4) beobachtet wurde und im Einklang 
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mit bisherigen Studien steht (S. J. Li et al. 2013). Immunhistochemische Untersuchungen der 
NDRG2 Proteinexpression im eigenen FFPE-Kollektiv bekräftigten das Ergebnis einer 
NDRG2 Abnahme in beiden NSCLC-Subtypen. Ein zugrunde liegender Mechanismus, der 
zum Verlust von NDRG2 führt, konnte im humanen Bronchialkarzinom bisher nicht 
entschlüsselt werden. Jedoch weisen Methylierungsanalysen von Kolon-, Magenkarzinomen, 
Meningiomen sowie Glioblastomen auf eine epigenetisch bedingte Regulation des NDRG2 
Promotors hin (Chang et al. 2013; Lusis et al. 2005; Piepoli et al. 2009; W. Wang et al. 2009). 
Die Pyrosequenzierung des NDRG2 Promotors im Frischgewebekollektiv untermauerte die 
epigenetische Stilllegung des NDRG2 Lokus. So zeigten NSCLC-Proben eine bis zu 10% 
erhöhte Methylierung des Promotors im Vergleich zu korrespondierendem 
Lungennormalgewebe. In vitro Demethylierungsanalysen der Adenokarzinomzelllinien SK-
LU-1 und A549 sowie der Plattenepithelkarzinomzelllinie H157 mittels Trichostatin A und 5-
Aza-2´-deoxycytidin unterstützen die Hypothese einer Methylierungsbedingten Inhibition von 
NDRG2. Wie bereits beschrieben korreliert der Verlust von NDRG2 in verschiedenen 
Tumorentitäten mit deren Progression sowie einer verschlechterten Patientenprognose 
(Assamaki et al. 2007; C. L. Dong et al. 2008; Hummerich et al. 2006; S. J. Li et al. 2013; 
Park et al. 2007; L. Wang et al. 2008). Kaplan Meier Überlebensanalysen auf Basis des 
TCGA Lungendatensatzes und der Kaplan Meier Plotter Datenbank demonstrierten einen 
signifikanten Einfluss einer aberranten NDRG2-Expression auf das Gesamt- sowie 
Rezidivfreie Überleben von Adenokarzinompatienten, während Plattenepithelkarzinom-
patienten von einer erhöhten NDRG2-Expression nicht profitierten. Somit unterstützen die 
eigenen Daten einen möglichen prognostischen Einfluss von NDRG2 auf den 
Krankheitsverlauf von NSCLC-Patienten (S. J. Li et al. 2013). Die biologische Funktion von 
NDRG2 und welche Signalwege durch dieses Molekül beeinflusst werden, ist weiterhin im 
NSCLC nicht vollständig verstanden. Bisherige funktionelle Untersuchungen der 
Glioblastomzelllinien U373 sowie U138 und Kolonkarzinomzelllinie SW620 deckten eine 
proliferationsinhibierende Wirkungsweise von NDRG2 auf (Deng et al. 2003; Y. J. Kim, 
Yoon, Kim, Choi, et al. 2009). Zudem konnte bereits in der Adenokarzinomzelllinie A549 
eine NDRG2-bedingte Induktion der Zellapoptose über Interaktion mit p53 und HIF-1 gezeigt 
werden (N. Liu et al. 2008; L. Wang et al. 2008). Weiterführende Studien, beispielsweise mit 
einem stabilen Tumormodell, könnten weiteren Aufschluss über einen NDRG2-vermittelten 
Einfluss auf die Progression des humanen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms geben. 
Initiale Untersuchungen deckten eine starke Korrelation zwischen der Expression von SFRP3 
und NDRG2 in NSCLC Proben auf, woraufhin ein kombiniertes Adenokarzinommodell eine 
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potentielle Interaktion beider Moleküle näher charakterisieren könnte. In diesem 
Zusammenhang wäre es denkbar, dass beide Moleküle an der Inaktivierung des kanonischen 
WNT-Signalweges beteiligt sind, jedoch deren Wirkmechanismus unabhängig von einander 
an unterschiedlichen Stellen der Signalkaskade eintritt. Begründet liegt diese Hypothese in 
strukturellen Analysen, die eine NDRG2-vermittelte Suppression des TCF/ß-Catenin 
Signalweges im humanen Kolonkarzinoms postulierten (Hwang et al. 2011). Zudem zeigten 
Immunoprezipitationsanalysen eine Assoziation von NDRG2 mit ß-Catenin und damit 
verbundene Inhibition des TCF/ß-Catenin Signalweges mit einhergehender 
Expressionsverminderung der TCF-Zielgene CyclinD1 und Fibronectin in SW620 
Kolonkarzinomzellen (Hwang et al. 2011; Y. J. Kim, Yoon, Kim, Song, et al. 2009). Die 
Funktion von NDRG2 ist vermutlich auf die Reduktion der GSK3ß-abbauenden 
Phosphorylierung zurück zu führen, was die Aktivität von GSK3ß erhöht und das 
intrazelluläre Level von ß-Catenin reduziert (Hwang et al. 2011).  
 
Abschließend konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass ein 
Verlust des putativen Tumorsuppressorgens SFRP3 im humanen Adenokarzinom der Lunge 
mit der Hypermethylierung des Exon1 Bereiches und einer Verschlechterung der 
Patientenprognose einhergeht. Funktionelle Untersuchungen der Adenokarzinommodelle 
bestätigten eine potentiell ambivalente Wirkungsweise von SFRP3 auf die Progression des 
humanen Adenokarzinoms der Lunge. Ausgehend von einem aktiven kanonischen WNT-
Signalweg führt eine gesteigerte SFRP3-Expression zur Reduktion der Zellproliferation sowie 
Inhibition des WNT-Zielgens CyclinD1. Im Gegensatz dazu konnte eine migrations- und 
tumorfördernde Funktionsweise von SFRP3 unabhängig des WNT-Signalweges auf 
morphologischer sowie funktioneller Ebene identifiziert werden, dessen zugrunde liegender 
Signalmechanismus in Folgestudien verifiziert werden muss. Weiterhin verwiesen 
Korrelationsanalysen auf eine starke Koregulation von SFRP3 und NDRG2. Nachfolgende 
Untersuchungen konnten eine Abnahme der NDRG2-Expression in primären NSCLC-Proben 
aufgrund erhöhter Promotormethylierung bestätigen. Zusätzlich war die aberrante NDRG2-
Expression vornehmlich in Adenokarzinompatienten von klinischer Relevanz. Anzunehmen 
ist, dass sowohl SFRP3 als auch NDRG2 bei der Regulation des kanonischen WNT-
Signalweges im Adenokarzinom der Lunge eine entscheidende Rolle spielen. Aus diesem 
Grund gilt es in Folgestudien eine mögliche synergistische Funktionsweise beider Moleküle 
zu verifizieren, sowie die potentiell tumorfördernde Wirkungsweise von SFRP3 näher zu 
beleuchten.  
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A.3 Eigenschaften der verwendeten Patientenkohorten 
 
Tabelle 32: Expressionsprofil essentieller WNT-Signalwegkomponenten vergleichend zwischen LUAD 
und LUSC aufBasis des TCGA Datensatzes 
 
Adenokarzinom Patienten (LUAD)a  Plattenepithelkarzinom Patienten (LUSC)a  
  
(n=481) (n=495) 
 
    
 
Gen rel. mRNA Expression rel. mRNA Expression P-Wertb 
 
min Median max min Median max 
 
        
kanonische WNTsa 
       
WNT1 0 2,525 405,249 0 1,388 1791,746 <0,0001 
WNT2 1,673 140,712 2644,765 0,743 113,972 3429,341 <0,0001 
WNT2B 1,027 13,491 243,487 2,398 83,440 1114,079 <0,0001 
WNT3 4,629 50,219 815,101 2,134 30,898 804,066 <0,0001 
WNT8A 0 0 10,646 0 0 4,494 0,3723 
WNT8B 0 1,749 32,267 0 1,089 54,314 <0,0001 
WNT10A 0,597 54,471 194359 3,210 67,900 6995,293 0,0005 
WNT10B 0 11,372 338,744 0,285 22,676 1530,468 <0,0001 
        
nicht-kanonische WNTs 
       
WNT4 2,041 72,612 3604,399 1,708 126,546 2684,152 <0,0001 
WNT5A 14,760 489,899 5428,254 15,706 1575,358 17802,334 <0,0001 
WNT5B 7,279 161,680 2732,676 2,001 238,123 1828,027 <0,0001 
WNT6 0 2,363 415,527 0 3,624 802,224 <0,0001 
WNT7A  0 7,767 5093,508 0 20,078 1105,716 <0,0001 
WNT7B 9,310 660,424 6488,763 2,468 1535,289 10493,420 <0,0001 
WNT11 0 24,065 2790,22 0,743 52,441 3452,832 <0,0001 
        
unklassifizierte WNTs 
       
WNT9A 0 21,597 214,323 0 32,236 543,857 <0,0001 
WNT9B 0 1,548 20,630 0 0,841 21,316 <0,0001 
WNT16 0 3,254 8814,542 0 7,972 8027,293 <0,0001 
        
Rezeptoren 
       
FZD1 114,439 896,931 7570,209 155,389 972,026 17999,04 0,1010 
FZD2 3,424 155,265 4139,001 7,118 171,822 1338,326 0,0458 
FZD3 8,960 100,019 712,829 7,860 116,216 795,934 0,0078 
FZD4 104,231 599,690 9657,207 47,488 318,55 3994,264 <0,0001 
FZD5 177,665 810,133 4832,755 50,659 407,58 2787,129 <0,0001 
FZD6 66,805 1021,054 5518,313 320,384 2669,601 16592,53 <0,0001 
FZD7 29,205 329,492 2664,152 51,629 1013,577 15253,57 <0,0001 
FZD8 13,380 238,963 6989,984 5,000 184,924 7678,285 <0,0001 
FZD9 0 11,940 1922,757 0 23,423 616,862 <0,0001 
FZD10 0 15,368 6673,137 0,885 267,129 5653,728 <0,0001 
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WNT Antagonisten 
       
sFRP1 0 34,338 22062,13 0 89,467 26642,239 <0,0001 
sFRP2 7,352 1880,884 42069,91 4,831 2919,377 75028,506 <0,0001 
sFRP3/FrzB 15,896 272,111 7445,362 3,839 120,947 5214,223 <0,0001 
sFRP4 4,444 946,097 33801,12 0 575,792 12945,430 <0,0001 
sFRP5 0 6,772 1551,96 0 8,386 2931,282 0,2171 
aPatienten mit primärem, invasivem NSCLC wurden eingeschlossen;  b Zweiseitiger Mann-Whitney Test mit Signifikanz bei 
P≤ 0,05 
 
Tabelle 33: Klinikopatholigische Paramter der NSCLC-Patienten im eigenen kryokonservierten Kollektiv 
 
Adenokarzinom  
(n=7) 
% 
Plattenepithelkarzinom 
(n=2) 
% 
Karzinoid 
(n=1) 
% 
Adeno-
squamöses 
Karzinom 
(n=1) 
% 
Alter bei 
Diagnose 
        78   68   
Median 
72 Jahre (Spanne 
60-86)  
76,5 Jahre  
(Spanne 73-80)      
         
Geschlecht 
        
Weiblich 2 28,6 - - - - - - 
Männlich 5 71,4 2 100 1 100 1 100 
         
Tumorgröße
a
 
        
pT1-2 4 57,1 1 100 - - 1 100 
pT3-4 1 14,3 1 100 - - - - 
unbekannt 2 28,6 - 
 
1 100 - - 
         
Grading 
        
G1 - - - - - - - - 
G2 6 85,7 1 100 - - 1 100 
G3 1 14,3 1 100 - - - - 
         
Lymphknotenstatus
a
 
        
pN0 3 42,9 1 100 - - 1 100 
pN1–3 - - 1 100 - - - - 
Unbekannt 4 57,1 - - 1 100 - - 
aTNM Klassifikation nach Sobin und Wittekind (2002) 
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Tabelle 34: Klinikopathologische Parameter der NSCLC-Patienten um eigenen FFPE-Kollektiv 
 
Lungennormalgewebe  
(n=27) 
% 
Adenokarzinom  
(n=14) 
% 
Plattenepithelkarzinom 
(n=10) 
% 
Alter bei Diagnose             
Median 
69 Jahre 
(Spanne 50-78)  
68 Jahre  
(Spanne 50-78)  
69 Jahre 
(Spanne 53-75)  
       
Geschlecht 
      
Weiblich 6 22,2 7 50 10 100 
Männlich 17 63 7 50 0 - 
unbekannt 4 14,8 - - - - 
       
Tumorgröße
a
 
      
pT1-2 - - 11 78,6 8 80 
pT3-4 - - 3 23,4 2 20 
unbekannt - - - 
 
- - 
       
Grading 
      
G1 - - - - - - 
G2 - - 7 50 5 50 
G3 - - 7 50 5 50 
unbekannt - - 
    
       
Lymphknotenstatus
a
 
      
pN0 - - 10 71,4 - - 
pN1–3 - - 3 21,4 - - 
unbekannt - - 1 7.2 1 100 
aTNM Klassifikation nach Sobin und Wittekind (2002) 
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Tabelle 35: Klinikopathologische Paramater der NSCLC-Patienten im TCGA Lungen Datensatz 
 
LUAD Patienten (n
a
=518) % LUSC Patienten (n
a
=499) % 
Alter bei Diagnose 
    
Median 66 Jahre (Spanne 33-88) 
 
68 Jahres (Spanne 39-90) 
 
     
Geschlecht 
    
Weiblich 155 29,9 215 43,1 
Männlich 282 54,4 284 56,9 
unbekannt 81 15,7 - 
 
     
Tumor größe 
    
pT1 170 32,8 111 22,2 
pT2 277 53,5 284 56,9 
pT3 47 9,1 69 13,8 
pT4 18 3,5 23 4,6 
unbekannt 6 1,1 12 2,5 
     
Tumorstadium (Stage) 
    
Stage I  281 54,2 241 48,3 
Stage II  124 23,9 150 30,1 
Stage III 82 15,8 86 17,2 
Stage IV 27 5,2 7 1,4 
unbekannt 4 0,9 15 3,0 
     
Lymphknotenstatus 
    
pN0 332 64,1 312 62,5 
pN1 96 18,5 127 25,5 
pN2 73 14,1 37 7,4 
pN3 2 0,4 5 1,0 
unbekannt 15 2,9 18 3,6 
     
Fernmetastasenstatus 
    
pM0 346 66,8 399 80,0 
pM1 25 4,8 7 1,4 
unbekannt 147 28,4 93 18,6 
     
Rauchverhalten 
    
Nichtraucher 75 14,5 18 3,6 
Raucher 426 82,2 463 92,8 
 
unbekannt 
17 3,3 18 3,6 
a Patienten mit primärem, invasivem NSCLC wurden eingeschlossen. 
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Tabelle 36: Klinikopathologische Parameter der Adenokarzinom-Patienten des TCGA Datensatzes in 
Relation zur SFRP3 mRNA Expression 
    
sFRP3 mRNA Expression 
  n
a
 
niedrig
b
 hoch
b
 
P-Wert
c
 
Spearman 
≤ 272,11 > 272,11 
r-
Koeffizient 
Total  
 
518 
    
       
Parameter: 
     
Alter bei Diagnose 
     
 
<66 Jahre 230 129 (24,9%) 101 (19,5%) 
0,006 0,121 
 
≥66 Jahre 234 103 (19,9%) 131 (25,3%) 
 
unbekannt 54 (10,4%) 
    
Tumorgröße
c
 
     
 
pT1 156 62 (12,0%) 94 (18,1%) 
0,002 -0,141 
 
pT2-4 325 178 (34,4%) 147 (28,4%) 
 
unbekannt 37 (7,1%) 
    
Lymphknotenstatus
c
 
     
 
pN-negativ 310 143 (49,6%) 167 (50,4%) 
-0,107 -0,026 
 
pN-positiv 162 93 (51,8%) 69 (48,2%) 
 
unbekannt 46 
    
Tumorstadium (Stage) 
     
 
stage I-II 377 172 (33,2%) 205 (39,6%) 
0,000 -0,166 
 
stage III-IV 105 69 (13,3%) 36 (6,9%) 
 
unbekannt 36 (6,9%) 
    
Metastasenstatus
c
 
     
 
negativ  331 163 (31,5%) 168 (32,4%) 
0,012 -0,129 
 
positiv 24 18 (3,5%) 6 (1,2%) 
 
unbekannt 163 (31,5%) 
    
Methylierungsstatus 
     
 
niedrig ≤ 0,4378 209 80 (15,4%) 129 (24,9%) 
0,000 -0,250 
 
hoch > 0,4378 215 136 (26,3%) 79 (15,3%) 
 
unbekannt 94 (18,1%) 
    
Geschlecht 
     
 
Männlich  263 135 (26,1%) 128 (24,7%) 
0,678 0,023 
 
Weiblich 143 70 (13,5%) 73 (14,1%) 
 
unbekannt 112 (21,6%) 
    
Rauchverhalten 
     
 
Nichtraucher 199 79 (15,3%) 120 (23,2%) 
0,000 -0,183 
 
Raucher 268 156 (30,1%) 112 (21,6%) 
  unbekannt 51 (9,8%)         
Signifikante P-Werte hervorgehoben, aPatienten mit primärem, invasiven Adenokarzinom der Lunge wurden eingeschlossen. 
bMedian SFRP3 mRNA Expression. cFisher´s Exakt-Test bei zweiseitiger Signifikanz P≤0,05. 
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Tabelle 37: Klinikopathologische Parameter der Plattenepithelkarzinom-Patienten des TCGA Datensatzes 
in relation zur SFRP3 mRNA Expression 
    
sFRP3 mRNA Expression 
  n
a
 
niedrig
b
 hoch
b
 
P-Wert
c
 
Spearman 
≤ 120,94 > 120,94 r-Koeffizient 
Total  
 
494 
    
       
Parameter: 
     
Alter bei Diagnose 
     
 
<68 Jahre 243 130 (53%) 113 (47%) 
0,044 0,093 
 
≥68 Jahre 233 103 (40,6%) 130 (59,4%) 
 
unbekannt 18 
    
Tumorgröße
c
 
     
 
pT1 111 50 (41,1%) 61 (58,9%) 
0,332 -0,045 
 
pT2-4 373 188 (47,9%) 185 (52,1%) 
 
unbekannt 10 
    
Lymphknotenstatus
c
 
     
 
pN-negativ 311 155 (46,9%) 156 (53,1%) 
0,848 0,013 
 
pN-positiv 167 81 (48,7%) 86 (51,3%) 
 
unbekannt 16 
    
Tumorstadium (Stage) 
     
 
stage I-II 389 196 (47,3%) 193 (52,7%) 
0,248 0,054 
 
stage III-IV 92 40 (47,6%) 52 (52,4%) 
 
unbekannt 13 
    
Metastasierungsstatus
c
 
     
 
negativ 396 188 (47%) 208 (53%) 
0,127 0,087 
 
positiv 7 1 (16,7%) 6 (83,3%) 
 
unbekannt 91 
    
Methylierungsstatus 
     
 
niedrig ≤ 0,4497 179 75 (43,1%) 104 (56,9%) 
0,000 -0,239 
 
hoch > 0,4497 178 117 (64,8%) 61 (35,2%) 
 
unbekannt 137 
    
Geschlecht 
     
 
Männlich 282 143 (51,3%) 139 (48,7%) 
0,785 0,016 
 
Weiblich 212 104 (36,7%) 108 (63,3%) 
 
unbekannt 0 
    
Rauchverhalten 
     
 
Nichtraucher 18 8 (38,4%) 10 (61,6%) 
0,811 -0,021 
 
Raucher 455 227 (50,2%) 228 (49,8%) 
  unbekannt 21         
Signifikante P-Werte hervorgehoben, aPatienten mit primärem, invasiven Plattenepithelkarzinom der Lunge wurden 
eingeschlossen. bMedian SFRP3 mRNA Expression. cFisher´s Exakt-Test bei zweiseitiger Signifikanz P≤0,05. 
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Tabelle 38: Multivariate Cox-Regressionsanalyse aller potentiellen Faktoren, die das Gesamtüberleben 
von LUAD-Patienten beeinflussen 
Variable
a
 
Risikoquotient 
(Hazard Ratio -HR) P-Wert
c
 95% Konfidenzintervall 
   
lower upper 
SFRP3 mRNA Expression
b
 
    
niedrig 1,000 
   
hoch 0,654 0,173 0,355 1,204 
     
Tumorgröße 
    
pT1 1,000 
   
pT2-4 2,336 0,025 1,114 4,900 
     
Lymphknotenstatus 
    
pN-negativ 1,000 
   
pN-positiv 5,729 0,018 1,342 24,460 
     
Tumorstadium (Stage) 
    
stage I-II 1,000 
   
stage III-IV 0,646 0,574 0,141 2,958 
     
Metastasierungsstatus 
    
negativ 1,000 
   
positiv 0,646 0,443 0,212 1,971 
.
 a
Patienten mit primärem, invasivem Adenokarzinom der Lunge wurden eingeschlossen. 
b
Median SFRP3 mRNA Expression. 
c
Fisher´s ExaKt-Test bei zweiseitiger Signifikanz P≤ 0,05. 
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